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(57) Abstract: The invention concerns a method For obtaining potyvirus resistant plants exhibiting one or sev- { 
_ oral mutations in a preserved region of the e(F4B translation factor, defined by the following general sequence (I)' 
g DK 1 X 2 X^KSX s QX 6 AWOSSX 7 RX s v^YTTOX l0 VT^ n pra lJ X u YN>rarX t ^^ wherein:- X„ X lt X 3 , X*. X*. X„ 

Q\ Xj, X,, X tth X 12 , X,j, X[ 5 , et X 16 represent each a neutral amino acid; X 5 and X, 4 represent a basic amino acid; X u represents an 
\© acid amino add; D, K, S, Q, A, W, G, R, Y, T, F, V, E, N, I, H, P, and L have their usual one letter code morning. 

O 

T^- (57) Abrege : La presente invention conceme I'obtention de plantes resistantes aux potyvirus presentant une ou p!u- 
S sieurs mutations dans utw region conservee dn factenr de traduction eIP4E, dfifinje par la sequence generate (Dsuivante 
*T :DX,X,X,X«KSX^X^WGSSX7RX 1 ^,YTreX w VT!Xt,P^, t X, J YNNnfX, 4 reia J X l3 X, 1 G dans laqoelle :- X,, X,, X 3 , X,, 
Q Xj, X T , X», X,, X l0l Xu, X i3 , Xis, et X 14 representent chacun un actde aiirin6 tteutre ; - X s et X l4 reprtsentent un acide amine 
basique ;- X„ cepresente un acide amine acide ;- D, K, S, Q, A, W, G, R, Y, T, F, V, E, N, I. H, P. et L ont lets- signification usuelle 
K*" en code 1 k-ltic. 
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MUTATIONS DU GENE eIF4E ET RESISTANCE AUX POTYVIRUS 

La presente invention conccme un precede de selection ou d'obtention 
de plantes resistantes aux potyvirus. Le precede est particulierement applicable aux 
plantes de la famille des solanacees, des cucurbitacees, des cruriferes et des composees. 
5 L'invention comprend egalement les sequences permettant de conferer la resistance aux 
potyvirus et/ou de marquer les genes de resistance ou de sensibilit6 a ces potyvirus. 

Le groupe des potyvirus dont le membre type est le virus Y de la pommc 
de terre ou PVY pour Potato Virus Y est le groupe de virus vegetaux le plus important. En 
effet, les potyvirus sont capables d4nfecter plus de 30 families de plantes actuellement 

10 recensees. Cc groupe comprend au moins 180 membres ce qui correspond au tiers des 
virus de plantes actuellement connus. La transmission des potyvirus est realisee par les 
pucerons (par exemplc, Myzus persicae) selon le mode non-persistant. Les syraptdmes 
causes par les potyvirus sont des anomalies de coloration des feuilles (mosalques, 
jaunissement des nervures), des deformations des feuilles, des necroses nervaircs pouvant 

15 conduire a la necrose de la plante entiere, et des reductions importantes de la taille de la 
plante malade influant fbrtement sur la productivite. 

Les solanacees, cucurbitacees, cruci feres et composees sont 
particulierement sensibles aux potyvirus. Les solanacees et phis particulierement la tomate 
et le ptment (ou poivron) sont infectees par au moins sept potyvirus distincts a travers le 

20 monde : le virus Y de la potnme de terre (PVY) est present sur l'ensemble des zones de 
culture alors que les autres sont cantonnes a un continent (Tobacco Etch virus, Pepper 
Mottle Virus et Perou Tomato Virus sur le continent americain, Pepper Veinal Mottle 
Virus et Potyvirus E en Afrique, et Chili Veinal Mottle Virus en Asie). Cette 
compartimentation n'est cependant plus absolue, plusieurs potyvirus ayant ete identifies 

25 hors de leur zone d'origine. En France, et plus generalement dans le bassin mediterraneen, 
le potyvirus predominant est le PVY. Apparues dans les annees 70, les epidemies de PVY 
se sont developpees dans les cultures de plein champ puis dans les cultures sous abri ou 
ont ete mis en evidence, a partir de 1982, de nouveaux isolats de PVY causant des 
symptomes de necrose particulierement graves sur la tomate (Gebre-Selassie et al, 1987). 

30 Pour certains de ces potyvirus, il est possible de classer les isolats selon leur aptitude a 
contoumer des alleles de resistance. Cest le cas du PVY vis-a-vis du gene pvrl chez le 
piment, seul gene de resistance utilise de longue date par les selectionneurs mais 
contourne dans les zones du pourtour mediterraneen et dans les zones tropical es. Malgre la 
predominance du PVY en France, l'intemationalisation du marche de la semence rend 

35 necessaire I'utilisation de genes controlant la resistance a ces differents potyvirus par les 
selectionneurs qui vendent leurs semences a l'dtranger. Plus generalement, considerant 
1' importance economique des infections par potyvirus et P absence de moyens directs de 
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lutte contre ce type d'infection, la recberche de varices vegefales resistantes constitue un 
des axes principaux de 1' amelioration des pi antes. 

Les potyvirus ont une structure filarnenteuse non-enveloppee 
(Langenberg et Zhang, 1997) de 680 a 900 nm de long et de II a 15 nm de large 
5 (Dougherty et Carrington, 1988 ; Riechmann et al., 1992). Le genome viral est constitue 
d'un ARN simple brin sens d'une longueur approximative de 10 kb. L'ARN simple brin 
possede a son cxtremite 3' une queue poly A et se lie en 5' a une proteine virale appelee 
VPg (Murphy et al., 1990, Takahashi et al., 1997). L'ARN viral code pour 10 proteines 
impliquees dans le ctivage des polyproteines, la replication du genome, le mouvement de 

1 0 cellule-a-celhile et le mouvement longue distance, la transmission par pucerons... La lutte 
contre les virus n'est realisable qu'indirectement. En effet, il est seulement possible 
d'eliminer le vecteur de la maladie (les pucerons dans ce cas) ou de culuver des varietes 
resistantes a l'infection virale et/ou aux vecteurs. 

Face a une agression par un pathogene (virus, bacteries, champignons ou 

15 nematodes), la plante possede plusieurs strategies pour se defcndre ou resistor a 
rinfection. Parmi les strategies de defense, la plante peut mettre en place : 

- des systemes de defense mecaniques en elaborant et en renforcant des barrieres 
physiques consu'tuees d'une cuticule epaisse sur les feuilles et/ou d'un depot de 
callose ou de lignines sur les parois cellulaires. Ainsi, 1 'entree et le mouvement 

20 des pathogenes dans la plante sont rendus plus difficiles. 

- des systemes de defense cbimiques ou tacehimiques en synthetisant des 
composes toxiques comme par exemple, les tanins, les phytoalexines et 
differents complexes proteiques. 

Parmi les strategies de resistance, on distingue la resistance non-hfite 
25 (lorsque toutes les entites d'une espece sont resistantes a un pathogene donne) de la 
resistance hote (lorsque au moins une entity de I 'espece est sensible a une souche de l'agent 
pathogene). La resistance bote, la plus connue a ce jour et la mieux caracterisee, est celle 
faisant intervenir un gene majeur, dominant. Lorsque le gene majeur se trouve en presence 
d'un gene specifique d'avirulence de l'agent pathogene, Pincompatibilite entre la plante et 
30 le pathogene est mise en place et la plante est resistante. Cette interaction, decrite par Flor 
(1955) est egalement appelee "modele gene-a-gene" et est tres souvent associee a une 
necrose localisee du tissu vegetal au site d'infection (reaction dTiypersensibilite). Bien 
qu'assez largement repandu, ce modele "gene-a-gene" n'est pas universel car certains 
systemes de resistance decrits ne fonctionnent pas selon ce modele, les differences 
35 residant notamment dans le mode d'action du gene de resistance. 11 existe des genes 
recessifs, superdominants ou exercant une dominance incomplete. Plusieurs genes 
d'avirulence peuvent interagir avec un meme gene de resistance. De nombreuses 
resistances sont egalement polygeniques, plusieurs genes presents dans la plante sont alors 
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impliques dans la resistance, chacun d'eux ayant un effet de protection particlle et pouvant 

controler des mecanismes differents. 

A ce jour, de nombreux genes dominants suivant le modele "gene~a- 

gene" ont ete clones. lis possedent des structures geniques apparentees bien qu'ils agissent 
5 contre des agents pathogenes varies (virus, champignons, bacteries, insectes, nematodes). 

La presence de domaines conserves a permis de definir 4 grandes classes (Hammond- 

Kosack et Jones, 1997) de genes dominants. 

Singulierement, on estime que 40% des resistances aux potyvirus sont 

recessives alors que dans les autres groupes viraux, cette proportion n'atteint que 20% en 
10 moyenne. Fraser (1992) a emis 1 "hypo these que les resistances recessives serai ent 

differentes des resistances dominantes de type "gene-a-genc" et resulteraient d'un deficit 

ou d'une alteration specifique du produit d'un gene de l'hote necessaire a 

raccomplissement du cycle viral dans la plante. Les alleles dominants de sensibility 

correspondraient done a la disponibilitS de ce produit implique' dans les interactions 
15 plante/pathogene. 

n a etc montre que des mutations ponctuelles dans le gene viral codant 
pour la proteine VPg sont impliquees dans le contoumement de la resistance aux potyvirus 
chez plusieurs couples hotes-pathogenes. Ceci a ete montre chess les couples 
TVMV/Nicotiana tabacum (gene vtz), PVY/tomate (gene pot- J), LMV/Laitue (gene mo J) 

20 et PSbMV/pois (gene sbml), (Keller et al, 1 998, Morel, 200 1 , Redondo, 200 1 , Nicolas et 
al, 1997). Cela n'exclut pas que d'autres genes viraux puissent egalement intervenir. 

Par ailleurs, Wittman et al. (1997) ont montre qu'une isoforme du 
facteur d'tnitiation de la traduction cucaryotique elF4E d'Arabidospsis thaliana interagit 
avec la proteine virale VPg du virus de la mosaique du navet (TuMV). Cette meme 

25 interaction a ete" detectee entre la VPg du TEV et le elF4E de tabac et de tomate (Schaad et 
al., 2000). 

Le gene elF4E code pour un facteur eucaryotique d'tnitiation de la 
traduction des ARN. eIF4E correspond a une des sous-unites du facteur de traduction 
eIF4F (chez le germe de ble, il correspond a la sous-unit6 p26). Le facteur de traduction 

30 eIF4E se fixe a la coitTe des ARNm au niveau des m 7 G. La structure de eIF4E se 
caracterise par une region riche en residus tryptophane (10 chez Arabidopsis thaliana, 1 1 
chez le ble" et 12 chez les mammiferes). Ces residus tryptophane sentient impliques dans la 
liaison au groupe fonctionnel m 7 G (Rudd, K . et al., 1998). Le facteur de traduction eIF4E 
est code par une farrriile multigenique. Par exemple chez Arabidopsis thaliana, 4 copies de 

35 eIF4E ont ete identifiees (Rodriguez et aL, 1998, Robaglia et coll., com. pers.). Ces copies 
presentent, deux a deux, entre 44 et 82% d'idtmtitS. 

Tous ces travaux font etat de la correlation entre rinteraction eIF4E/VPg 
et la sensibilit6 de la plante aux potyvirus; mais aucun ne souligne ni meme ne suggere 
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que ccttc interaction pourrait conduire a une resistance. Au contraire, il est meme indique 
dans Schaad et al. 7 2000 que ^interaction VPg/eIF4E ne joue pas de role dans la 
resistance, car les determinants genetiques de Interaction VPg/eIF4E sont distincts de 
ceux permettant aux potyvirus (via la VPg ) de conttwmer la resistance. 
5 D est done du merite des lnventeurs, dans un tel etat de la technique, 

d'avoir mis en evidence des protetnes elF4E, ainsi que les genes correspondanLs, 
intervenant dans la resistance ou la sensibilite des plantes aux potyvirus. 

Les lnventeurs ont notamment constate que differentes plantes 
resistantes aux potyvirus presentaient des mutations ponctuelles situees dans une meme 
10 region de la proteine eIF4E ; cette region, qui est tres conservee entre les proteines eIF4E 
issues de di verses especes vegetal es, notamment de solanacees, est defirue par la sequence 
generate (1) suivante : 

DXiX 2 X3X4KSX 5 QX $ AWGSSX7RX 8 X 9 YTPSXioVEXi 1 FWX 1 2X 1 3YNNIHXnPSKLX 1 5X 16 GA 
D 

1 5 dans laquelle : 

- X), X2, Xj, X4, X6. X 7 , X s , X?, Xio, X12, X13, Xis, et Xis representent chacun un 
acide amine neutre ; 

- Xs et Xm representent un acide amine basique ; 

- X 1 j represente un acide amine acide ; 

20 - D, K, S, Q, A, W, G, R, Y, T, F, V, E, N, I, H, P, et L ont leur signification 

usuelle en code I-lettre. 

On d^finit ici comme « acide amine neutre », tout acide amin6 choisi 
parmi les suivants : alanine, valine, leucine, isoleucine, proline, tryptophane, 
phenylalanine, methionine, glycine, serine, threonine, tyrosine, cysteine, glutamine, 
25 asparagine. On definit comme « acide amine charg6 », tout acide amine choisi panni les 
suivants : fristidine, lysine, argjnine, glutamate, aspartate. Parmi ces acides amines 
charges, histidine, la lysine ou I'arginine sont des acides amines basiques, et le glutamate 
et raspartate des acides amines acides. 

La sequence (I) est egalement representee dans la liste de sequences en 
30 annexe sous le nuroero SEQ ID NO:l 

Les mutations mises en evidence par les lnventeurs chez le poivron sont 

les suivantes : 

- la substitution de Facide amine neutre Xj de la sequence (I) par un acide amine 
basique ; 

35 - la substitution de l'acide amine neutre X 7 de la sequence (I) par un acide amine 

basique ; 

- la substitution du residu aspartate en position C-terminale de la sequence (1) P&r 
un acide amine neutre. 
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La mutation de X 3 a eti observ6e chez des Iign6es de poivron presentant 
deux types differents de resistance aux potyvirus [pvr2' et pvr2*) ; les poivrons pr&entant 
le phenotype pvr2 ! poss&lent en outre la mutation en position X/, et les poivrons 
presentant le phenotype pvrf possedent en outre la mutation en position C-terminale. 
5 Chez la tomate, les Inventeurs ont notamment observe les mutations 

suivantes : 

- la substitution de l'acide amine neutre X| de la sequence (I) par un acide amin£ 
basique ; 

- la substitution du residu Ala du motif AWGSS de la sequence (I) par un acide 
10 amine acide ; 

Grace a la tres forte conservation de sequence des genes eIF4E chez les 
eucaryotes et a la disponibilite de structure 3D des proteines eIF4E de la souris et de la 
levure (Marcotrigiano et al., 1997, Cell 89 : 951-961 ; Matsuo et al., 1997, Nat Struct 
Biol. 4 : 717-724), les positions des mutations par rapport a la structure 3D de eIF4E chez 

15 le piment et la tomate peuvent etre determinees. Toutes ces mutations sont physiquement 
proches et en surface de la proteine. Par ailleurs, ces mutations ne concement pas des 
acides amines tres conserves chez les eucaryotes, ni ceux impliques dans les fonctions 
essentielles de eEF4E, a savoir la reconnaissance de la coiffe ou rinteraction enrxe eIF4E et 
eDF4G ou les 4E-binding protein. 

20 Toutefois, il est probable que ces mutations exercent un effet sur 

Pinteraction VPg/eIF4E par modification de la structure de eIF4E au niveau de la ou des 
regions de celle-ci impliquees dans cette interaction. Cette modification de la structure 
resutte vraisemblablement de la substitution d'acides amines par des acides amines de 
charge differente (remplacement d'acides amines neutres par des acides amines charges, 

25 ou a 1 'inverse d'acides amines charges par des acides amines neutres, ou des acides 
amines de charge opposee) qui consritue le point commun a l'ensemble des mutations 
mises en evidence par les Inventeurs. On pent done raisonnablement supposer que d'autres 
mutations de meme type dans une proteine eDF4E vegetale, au niveau de la region d^finie 
par la sequence (1) entnuneront des modifications de structure similaire, produisant le 

30 meme effet sur 1 ' interaction VPg/eIF4E. 

En parti culier, il apparait que la substitution d'au moins un des acides 
amines neutres X lf X2, X 3 ou X4, par un acide amine charge, notamment un acide amine 
basique, joue un r6le important dans la resistance aux potyvirus. 

Ces observations permettent de proposer des outils, notamment des 

35 outils gen&iques, de criblage et/ou d'obtention de plantes reststantes ou sensibles aux 
potyvirus. 
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La presente invention conceme phis particulierement un precede de 
selection de pi antes resistantes aux potyvirus, caracterise en ce qu'il comprend la detection 
dans les pi antes a tester : 

- de la presence ou de 1 'absence d'une proteine eIF4E (denommee ci-apres : 
5 « proteine eIF4E de type sauvage ») comprenant une region d6finie par la 

sequence (I) ci-dessus, ou d'une sequence codant pour ladite proteine ; 

- de la presence ou de 1* absence d'une proteine eIF4E mutante comprenant une 
region derivee de celle definie par la sequence (I) ci-dessus, par substitution d'au 
moins un acide amine neutre de ladite sequence (I) par un acide amine charge, de 

1 0 preference un acide amin6 basique et/ou substitution d'au moins un acide amin6 

charge de ladite sequence (I) par un acide amine neutre ou un acide amine de 
charge opposee, ou d'une sequence codant pour ladite proteine ; 

- et la selection des plantes ou Ton detecte une proteine eIF4E mutante ou une 
sequence codant pour ladite proteine, et ou Ton ne d&ecte pas de proteine eIF4E 

1 5 de type sauvage ou de sequence codant pour ladite proteine. 

La presente invention a egalement pour objet un precede de selection de 
plantes utilisable pour I'obtention de plantes resistantes aux potyvirus, caracterise en ce 
qu'il comprend la defection dans les plantes a tester de la presence ou de l'absence d'une 
proteine elF4E mutante telle que definie ci-dessus ou d'une sequence codant pour ladite 

20 proteine, et la selection des plantes ou l'on detecte ladite proteine eIF4E mutante ou une 
sequence codant pour ladite proteine. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere de 1'invention, ladite proteine 
eIF4E mutante comprend une region derivee de celle definie par la sequence (I) ci-dessus, 
par: 

25 a) substitution d'au moins un des acides amines X(, X 2 , X ? ou X», de ladite sequence 

(I) par un acide amine charge, et 
b) substitution d'au moins un des autres acides amines neutres de ladite sequence 
(I) par un acide amine charge et/ou substitution d'au moins un acide amine 
charge de ladite sequence (I) par un acide amine neutre ou un acide arrdne de 
30 charge opposee. 

La detection de la presence ou de l'absence d'une proteine eIF4E de type 
sauvage ou mutante, peut s'effectuer notamment a l'aide d'anti corps specifiquement 
diriges contre la forme recherchee de la proteine elF4E. fl peut s'agir notamment 
d'anticorps diriges soit contre la forme sauvage soit contre la forme mutante de la region 
35 de eIF4E definie par la sequence (I). 

Pour la detection de la presence ou de l'absence d'une sequence codant 
pour une proteine eIF4E de type sauvage ou d'une sequence codant pour une proteine 
elF4E mutante, on dispose de nombreux outits ; il peut s'agir notamment de 
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polynucleotides derives de la sequence du gene eIF4E et en particulier de polynucleotides 
capables de s'hybrider selectivement soit avec un allele sauvage soit avec un allele mutant 
de eIF4E, tels que definis ci-dessus ou de polynucleotides pennettant Pamplification de la 
region de e/F4E contenant la mutation recherchee ; il pent s'agir egalement d'enzymes de 
5 restriction reconnaissant une sequence-cible presente dans la forme sauvage, mais non 
dans la forme mutee (ou 1' inverse). 

La presente invention a ainsi pour objet 1 'utilisation d'un outi! de 
selection cboisi parmi : 

a) un polynucleotide codant pour une proteme eEF4E de type sauvage ou mutante, 
1 0 telles que definies d-dessus ; 

b) un polynucleotide complementaire du polynucleotide a) ; 

c) un fragment d'au moins 10 pb d'un polynucleotide a) ou b) ; 

d) un an ti corps dirige contre une proteine eIF4E de type sauvage ou mutante, telles 
que definies ci-dessus ; 

1 5 pour la selection de plantes rCsistantes aux potyviius. 

En particulier, F invention conceme en un procede de selection de 
plantes resistantes aux potyvirus caracterise en ce qu'il compreod la mise en oeuvre d'au 
moins un moyen de selection chotsi dans te groupe des outils genetiques (ou apparentes) 
comprenant : 

20 * A / tout ou partie d'une au moins des sequences s61ectionnees dans le 

sous-groupe comportant : 

- SBQE>NO:2, 

- SEQIDNO:4, 

- SEQEDNO:6et8, 

25 - tout analogue de ces sequences resultant de la degenerescence du code genetique, 

- toute sequence d'ADNc complementaire d'au moins l\me de ces sequences et/ou 
d'au moins un de leurs analogues; 

* B / tout ou partie d'un au moins des produits de transcription des 

sequences A ; 

30 * C / tout ou partie d'un au moins des produits de traduction des 

sequences A; 

* D / tout ou partie d'au moins un anti corps specifique d'au moins un 
produit de traduction de C/; 

* E / et toute association des outils A, B, C, D. 

35 De preference, les moyens de selection sont selectiotinfrs parmi les sous- 

groupes d 'outi Is AJ et/ou B/, et plus preffcrentiellemeiit encore parmi le sous-groupe 
d'outils A/. 
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Par ce reperage simple, aise et fiable de plantes resistantes ou sensibles 
aux potyvirus, les inventeurs ont ainsi mis au point un nouveau precede s'appuyant sur 
1 'utilisation de sequences correspondant au gene eIF4E. 

Le procede objet de l'invention s 'applique particulierement aux 
5 solanacees, cucurbitacees, cruci teres et composes et plus precis ement aux plantes des 
genres Lycopersicon, Capsicum, Nicotiarta, Solarium, Lactuca, Cucumis, Arabidopsis 
etc.... 

Les potyvirus concemes sont, par exemple, le virus Y de la pomme de 
terre (PVY), le virus de la gravure du tabac (TEV) et/ou le virus de la mosaique de la 
1 0 laitue (LMV), et/ou le virus de la mosaTque jaune de la courgette (ZYMV) et/ou le virus 
de la mosaique du navet (TuMV). 

Pour mettre en oeuvre le procede selon l'invention, on utilise des 
sequences nucleotidiques et/ou des sequences peptidiques ou des enzymes de restriction 
en tant que moyens de detection, sondes ou amorces, pour selectionner des plantes 
1 5 resistantes ou sensibles aux potyvirus. 

Ces moyens de detections comprennent en particulier des sondes ou 
amorces nucleotidiques. 

On entend par « amorce » au sens de la presente invention toute 
sequence polynucleotidique utilisable pour amplifier une sequence d'un gene eIF4E 
20 susceptible de comprendre une mutation associee a la resistance aux potyvirus. n s'agit 
notamment de polynucleotides utilisables pour amplifier tout ou partie de la sequence de 
elF4E codant pour la region de eIF4E definie par la sequence (I), ou de la sequence 
mutante qui en est derivee. 

On entend par «sonde» au sens de la presente invention toute sequence 
25 polynucleotidique, s'hybridant avec un gene eIF4E de type sauvage ou avec un gene 
eIF4E mutant tel que definis ci-dcssus. Ceci inclut notamment les sequences 
nucleotidiques capables de s'hybrider selectivement soit avec un allele du gene eIF4E 
associe a la resistance aux potyvirus, soit avec un allele du gene eIF4E associe a la 
sensibility aux potyvirus. 
30 Ces sondes et ces amorces peuvent etre employees comme marqueurs 

specifiques des plantes resistantes ou sensibles aux potyvirus. 

Conforraement a ('invention, on est en mesure de faire le tri entre les 
plantes sensibles et les plantes resistantes aux potyvirus au moyen des outils genetiques 
(ou apparentes) (A) a (E), voire d'enzymes de restriction specifiques. Ces demieres seront 
35 decrites infra. 

Les sequences (A) nucleotidiques SEQ ID NO: 2, 4, 6, et 8 
correspondent a des genes eIF4E de differentes solanacees impliques dans la resistance 
aux potyvirus codant pour un facteur eucaryotique d'initiation de ia traduction des ARN. 
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La SEQ ID NO: 8 correspond a un allele recessif elF4E de resistance a un potyvirus, 
tandis que SEQ ID NO: 2, 4, et 6 representent des alleles dominants eJF4E de sensibilite a 
un potyvirus. 

II a done ete decouvert conform ement a l'invention des moyens de 
5 selection ou reperes genetiques de resistance ou de sensibilite aux potyvirus. Le procede 
de selection suivant 1'invention peut faire intervenir separement ou ensemble les deux 
types de moyens de selection ou reperes. 

Naturellement, l'invention englobe egalement tous les equivalents k ces 
sequences (A) nucleotidiques SEQ ID NO:: 2, 4, 6, et 8, qui conservent la fbnetion de 

10 repere genetique eIF4E de sensibilite/resistance aux potyvirus propres aux sequences de 
reference. Pour ce qui conceme les ADN, il s'agit notamment des analogues de 
degenerescence genetique et des sequences d'ADNc complementaires des sequences de 
reference. Les equivalents polynucleotidiques des sequences (A) de reference se trouvent 
egalement parmi leurs produits (ARN) de transcription (B). Les proteines (C) issues de 

15 (A) et de (B) constituent d'autres reperes intracellulaires permettant la selection de planies 
resistantes ou sensibles aux potyvirus. Outre les cibles (A), (B), (C), les moyens de 
selection de l'invention peuvent aussi etre des sondes nucleotidiques aptes a s'hybrider 
avec des cibles nucleotidiques (A) et (B) complementaires, ou bien encore des moyens de 
detection proteiques (anticorps D) aptes a s'apparier avec des cibles antigeniques (C) 

20 specifiques. II est envisageable de combiner tous ces moyens equivalents (A), (B), (C) & 
(D) pour former un outil de selection (E). 

Les moyens scion l'invention couvrent egalement tout fragment des 
sequences (A), (B), (C) & (D). Par "fragment" on entend, selon l'invention : 

- soit un polynucleotide d'au moins 10, 20, 30, 50, 100, 200, 300, 400, 500 
25 nucleotides contigus de la sequence de reference ; des fragments preferes sont 

ceux qui sont capables de s'hybrider s&ectivement en conditions stringentes 
avec ladite sequence de reference. 

- soit un polyaminoacide d'au moins 3, 6, 10, 15, 30, 60, 100, 150, 200 
aminoacides contigus de la sequence de reference ; des fragments preferes sont 

30 ceux qui sont capables de s'hybrider sefectivement en conditions stringentes 

avec ladite sequence de reference. 

Selon une modalit6 avantageuse de l'invention, le procede est caracterise 

en ce que : 

- on met en presence au moins un moyen de detection comprenant au moins I'un 
35 des outils A3,C,D,E selon la revendication 1 et/ou au moins une enzyme de 

restriction, avec au moins un extrait genomique et/ou proteique dune plante a 
tester, 
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- on soumet ledit extrait g6nomique et/ou prot&que, eventuellement apparie et/ou 
hybrid^ et/ou digere, a au moins une separation, 

- on revele les 6ventuels appariements et/ou hybridations et/ou digestions 
susceptibles de se produire, 

5 - et on procede a la lecture des resuitats pour conclure final em ent sur la presence 

ou l'absence dW allele de resistance (pvr2 l ) ou d'un allele de sensibih'te (pvr + ) a 
au moins un potyvirus. 

Ce proced6 s'inscrit dans le cadre des methodologies cormues dans fe 
domaine de la detection et de la reconnaissance de caracteristiques genea'ques de 
10 vegetaux. 

Selon un premier mode de mise en ccuvre du procede, dans lequel le 
principe de selection est fonde sur rutilisation d'une ou plusieurs enzymes de restriction 
specifiques, le procede peut repondre a la methodologie sxrivante : 

- on amplifie par PCR la sequence codante du gene elF4E, a partir de l'ADN de la 
1 S plante a tester, par exemple a 1'aide des amorces SEQ ID NO: 1 8 et/ou 19, 

- on digere le produit d'amplification avec une enzyme de restriction appropriee ; 

- on separe les eventuels fragments obtenus, 

- et on selectionne les plantes resistantes ou sensibles selon le profil de restriction 
dudit produit d'amplification. 

20 Par exemple, des plantes sensibles aux potyvirus peuvcnt etre detectees 

par un profil de restriction faisant apparaitre la presence d'un site de coupure par Penzyme 
TspRl ou l'un de ses isoschizomeres et les plantes resistantes aux potyvirus peuvent etre 
detectees par un profil de restriction faisant apparaitre P absence dudit site de coupure par 
TspRI ou Pun de ses isoschizomeres et la presence d'un site de coupure par Penzyme 

25 Mvnl ou Pun de ses isoschizomeres. 

Selon un deuxierne mode de mise en ceuvre du procede, correspondant 
au cas ou le mode de selection est lliybridation de sequences nucleotidiques 
complementaires, le procede consiste de preference : 

- a extraire l'ADN des plantes, 

30 - & soumettre eventuellement cet ADN a une digestion enzymatique a 1'aide d'au 

moins une enzyme de restriction, 

- a denaturer l'ADN 6venraellement digere, 

- a mettre en presence l'ADN ainsi denature, avec la sonde elle-meme 
prealablement denaturee et dotee d'au moins un marqueur, de facon a realiser 

35 lTiybridation, 

- a eliminer l'ADN et la sonde nonhybridee, 

- a reveler lliybridation a 1'aide du marqueur, 
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- et a s61ectionner des plantes qui possedent un profil d 'hybridation correspond ant 
a la co-segregation de la cible hybridee avec la sonde marquee et de l'allele de 
resistance ou de sensibilite. 

La distinction entre les plantes sensibles et les plantes resistances pent 
5 s'effectuer, dans ie cas ou l'ADN a ete digere par une enzyme de restriction, par la 
difference de taille des fragments hybrides. 

Elle pent egalement s'effectuer a J 'aide d'une sonde capable de 
s'hybrider selectivement avec l'allele de resistance ou l'alldle de sensibilite. Lliybridation 
des molecules simple brin de la sonde et de la cible est effectuee de preference dans des 
10 conditions d*hybridation stringentes pennettant une hybridation selective, qui peuvent are 
determiners de maniere bien connue de ITiomme du metier. En general la temperature 
dliybridation et de lavage est inferieure d'au moins 5°C au Tm de la sequence de reference 
a un pH donne et pour une force ionique donnee. Typiquement la temperature 
dliybridation est d'au moins 30°C pour un polynucleotide de 15 a 50 nucleotides et d'au 
1 5 moins 60°C pour un polynucleotide de plus de 50 nucleotides. 

Le niveau du signal genere par rinteraction entre la sequence capable de 
s'hybrider de maniere selective et les sequences de reference est generalement 10 fois, de 
preference 100 fois plus intense que celui de rinteraction des autres sequences d'ADN 
generant le bruit de fond. 
20 Avec une sonde marquee par exemple a 1'aide dun element radioactif, tel 

que le 32 P,ou d'une enzyme greffee, telle que la peroxydase, lliybridation est aisement 
revelee qualitativement et quantitativanent 

L'ADN utilise dans le premier ou le deuxieme mode de mise en oeuvre 
peut etre soit de l'ADN totaL soit de I'ADNc. 
25 Selon un troisieme mode de mise en ccuvre (parmi d'autres) du precede 

selon 1'invention, correspondant au cas ou le mode de selection est l'appariement 
anticorps/antigene, le procede consiste, de preference, a detecter la presence d'un 
polypeptide en parti e constitu<5 de tout ou partie d'une des sequences d'acides amines 
decrites ci-dessous et incluses dans 1' invention. Le procede peut consister a mettre en 
30 contact Pechantillon a tester avec un anti corps tel que decrit ci-dessus puis a detecter le 
complexe antigene / anticorps forme. 

Quel que soit le mode de selection, le procede de selection selon 
I'invention est fiable et sensible. 

La presente invention a egalement pour objet un polynucleotide codant 
35 pour une proteine eEP4E mutante comprenant une region derivee de celle defmie par la 
sequence (I) ci-dessus, par substitution d'au moins un acide amine neutre de Iadite 
sequence 0) par un acide amine charge, de preference un acide amine basique et/ou 
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substitution d'au moins un acide amine charge de ladite sequence (I) par un acide amin6 
neutre ou un acide amine dc charge opposee. 

Selon un mode de realisation prefere, ledit polynucleotide code pour unc 
proteine eIF4E mutante qui comprend une region derivee de celle definie par la sequence 
5 (I) ci-dessus, par : 

a) substitution d'au moins un des acides amines X it X2, X 3 ou X4 t de ladite sequence 
(I) par un acide amine charge, et 

b) substitution d'au moins un des autres acides amines neutres de ladite sequence 
(I) par un acide amine charge et/ou substitution d'au moins un acide amine 

10 charge de ladite sequence (I) par un acide amine neutre ou un acide amine de 

charge opposee. 

Des polynucleotides conform es a l'invention sont par exemple 
ceux qui codent pour les variants des sequences SEQ ID NO: 22 ou 23 associes a la 
resistance aux potyvirus. 
15 Selon un autre de ses aspects, {'invention conceme une sequence 

nucleotidique caracterisee en ce qu'elle est decrite par une sequence choisie dans le 
groupe comprenant tout ou partie des sequences suivantes: 

- SEQ ID NO: 2 

- SEQ ID NO: 4 
20 - SEQ ID NO: 6 

- SEQ ID NO: 8 

La sequence nucleotidique SEQ ID NO:2 est une sequence d' ADNc 
obtenue a partir d'ADN de tabac et correspondant au gene de tabac. La sequence 
nucleotidique SEQ ID NO:4 est une sequence codant pour une proteine eIF4E d'une 

25 variete de Lycopersicon esculentum sensible aux potyvirus. Les sequences SEQ ID NO: 6 
et 8 sont des sequences codant pour des proteines eIF4E de piment (Capsicum anmtum), 
varietes Yolo Wonder et Yolo Y respectivement. 

La presente invention a egalement pour objet des amorces permettant 
1 'amplification d'un gene elF4E, ou d'une portion de cehii-ci susceptible de contenir au 

30 moins une mutation, telle que definie ci-dessus, associee a la resistance aux potyvirus ; il 
s'agit notamment d' amorces permettant I 'amplification de la sequence de eIF4E codant 
pour la region de eIF4E definie par la sequence (I), ou d'une sequence mutante qui en est 
derivee. 

Des amorces conformes a l'invention peuvent etre aisement definies par 
35 lliomme du metier, a partir des sequences nucleotidiques ou peptidiques decrites dans la 
presente invention. 

A fibre d'exemples non-limitatifs, on citera : les amorces d'amplification 
constituees par les sequences-amorces nucleotidiques SEQ ID NO: 18 & 19 ; les amorces 
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de clonage SEQ ID NO: 10 a 17 ; les amorces de criblage de banque BAC constitutes par 
les sequences nucleotidiques SEQ 10 NO : 20 & 21 . 

Les SEQ ID NO : 18 & 19 sont des amorces issues de la sequence 
codante de eIF4E du piment Yolo Wonder, permettant notamment par amplification PCR 
5 puis par digestion enzymatique, la detection des sequences nucleotidiques porteuses des 
alleles de resistance pvr2 et de sensibility pvr + aux potyvirus. Les amorces de clonage 
SEQ ED NO : 10 & 1 1 degenerees et les SEQ ID NO : 12 a 17 non degenerees, ont ete 
definies sur im ahgnement des sequences de eIF4E de tabac, tomate et Arabidopsis et 
utilisees pour la syrt these (RACE) de sondes ADNc de detection d'eIF4E dans 1c genome 

10 de tomate et de piment Les amorces SEQ ED NO: 20 & 21 de criblage de banque BAC 
sont non degenerees. Ces amorces SEQ ED NO: 10 a 17, 20 & 21 peuvent eventuellement 
etre utilisees directement ou indirectement (construction d'outils de selection) dans la 
detection de caracteristiques de resistance ou de sensibility aux potyvirus. 

La presente invention a egalement pour objet une proteine eEF4E 

1 5 mutante comprenant une region derivee de celle definie par la sequence (I) ci-dessus, par 
substitution d'au moins un acide amine neutre de ladite sequence (I) par un acide amine 
charge, de preference un acide amine basique et/ou substitution d'au moins un acide amine 
charge de ladite sequence (I) par un acide amine neutre ou un acide amine de charge 
opposee, 

20 Selon un mode de realisation prefer^, ladite proteine elF4E mutante 

comprend une region derivee de celle definie par la sequence (I) ci-dessus, par : 

a) substitution d'au rooms un des acides amines Xi, X2, X 3 ou X4, de ladite sequence 
(I) par un acide amin6 charge, et 

b) substitution d'au moins un des autres acides amines neutres de ladite sequence 
25 (1) par un acide amin£ charg6 et/ou substitution d'au moins un acide amine 

charge de ladite sequence (I) par un acide amine neutre ou un acide amine de 
charge opposee. 

La presente invention couvre aussi les produits de traduction des 
sequences nucleotidiques SEQ ID NO: 2, 4, 6, et 8, a savoir les polypeptides choisis dans 
30 le groupe comprenant tout ou partie des sequences suivantes: 

- SEQ ID NO: 3 

- SEQ ID NO: 5 

- SEQ ED NO: 7 

- SEQ ED NO: 9. 

35 Les moyens de selection resistance / sensibility des pi antes aux 

potyvirus, constitues par des sequences d'acides amines, sont de preference utilises corame 
cibles permettant le reperage. II s'agit alors de moyens de selection indirects qui sous- 
tendent la mise en oeuvre de moyens de detection specifiques de ces cibles peptidiques. 
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Ces moyens de detection sont avantageusement des anti corps qui coastituent un autre 
objet de la presente invention. Ainsi, lesdits anticorps sont caracterises en ce qu'ils sont 
specifiquement diriges contre tout ou partie d'un au moins des produits de traduction C, et 
plus particulierement des sequences d'acides amines SEQ ID NO: 3, 5, 7, 9, 22, ou 23 ou 
5 un fragment d'au moins 6 acides amines de celle-ci. Ces anticorps peuvent etre 
monoclonaux ou polyclonaux. 

Les anticorps contre les polypeptides tels que definis ci-dessus peuvent 
etre prepares selon les techniques classtques bien connues de rhomme de metier (par 
exemple, Kohler et Milstein, 1975 ; Itozbor et al. 1983, Martineau et al., 1998). Un 

10 anticorps selon 1 'invention pourra comprendrc un marqueur detectable isotopique ou non 
isotopique, par exemple fluorescent, ou encore etre couple a une molecule telle que la 
biotine selon des techniques bien connues de rhomme de metier. 

Un autre volet de ^invention a trait aux moyens de selection formes par 
des sondes pour la detection de plantes resistantes a au moins un potyvirus, ces sondes 

15 etant prises en elles-memes. On dcfinit dans ce volet des sondes pour la detection de 
plantes resistantes a au moins un potyvirus. 

Une premiere categorie de sondes est caracterisee en ce que cheque 
sonde comprend au moms une sequence conespondant a tout ou partie des SEQ ID HO: 2, 
4, 6, et 8. Au sein de cette premiere categorie, les sondes comprenant au moins une 

20 sequence correspondant a tout ou partie de SEQ ID NO: 2, 4, 6, et 8, et notamment a tout 
ou partie de la portion codant pour la region de la proteine eIF4E definie par la sequence 
generale (I) sont tout special em ent preferees. 

SEQ ID NO: 6 est une sonde de sensibilite issue du piment Yolo 
Wonder. Elle se distingue de SEQ ID NO: 8, qui est une sonde de resistance issue du 

25 piment Yolo Y, par deux bases nucleondiques. Ces mutations montrees sur SEQ ID NO: 6 
& 8, correspondent aux sites de restriction TspRI pour SEQ ID NO: 6 et Mnvl pour SEQ 
ID NO: 8, marquant respcctivement la sensibilite aux potyvirus dans Yolo Wonder et la 
resistance aux potyvirus dans Yolo Y. 

Ces sondes sont utilisees pour distinguer les plantes resistantes et 

30 seraibles, soit par hybridation selective et detection de la presence ou de Fabsence d'un 
signal d'hybridation, soit par digestion par une enzyme de restriction appropriee capable 
de cliver differentiellement Pallele de sensibility et l'allele de resistance, par exemple 
EcoRI, TspRI, ou Afnvl suivie de Phybridation de la sonde avec le produit de restriction. 
La distinction entre les plantes sensibles et les plantes resistantes se fait dans ce dernier 

35 cas par la difference de taille des fragments hybrides. 

La presente invention foumit egalement des outils pennettant de realtser 
un autre procede de selection conforme au premier mode de mise en oeuvre du procede 
selon l'invention, tel que defini ci-dessus. Selon ce premier mode, une amplification par 
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PCR de la sequence eIF4E est tout d'abord effectuee. L'amplifi cation est suivie d'une 
digestion selective par une enzyme de restriction. Les outils qui interviennent sont done de 
deux types : enzyme(s) de restriction et amorce(s) PCR permettant d'amplifier la sequence 
eIF4E. 

La presente invention a notamment pour objet un kit permettant de 
d6tecter un allele de eJF4E associi a la resistance ou a la sensibility aux potyvirus, 
caracterisee en ce qn'il comprend : 

- au rooins une enzyme de restriction choisie parmi : 

a) une enzyme reconnaissant un site de restriction 1 present dans au moins un allele 
de eIF4E associe a la sensibilite aux potyvirus, et absent des alleles de eIF4E 
associes a la resistance aux potyvirus ; 

b) une enzyme reconnaissant un site de restriction II present dans au moins un allele 
de elF4E associe a la resistance aux potyvirus, et absent des alleles de eJF4E 
associes a la sensibility aux potyvirus ; et 

* une paire d'amorces nudeotidiques permettant d'amplifier elF4E ou une portion 
de cdui-ci comprenant le site de restriction 1 et/ou le site de restriction II. 
Par exemple : 

- pour detect er un allele de eIF4E associe a la sensibility aux potyvirus, tel que 
celui represente par la sequence SEQ ID NO: 6, I' enzyme de restriction est 
TspRI, ou I'un de ses isoschizomeres, reconnaissant un site de restriction defini 
par la sequence sens: NNCASTGNN A et la sequence antisens A NNGTSACNN. 
Les amorces nudeotidiques sont choisies de maniere a permettre ^amplification 
de la totality de la sequence de elF4E ou d'au moins une portion de celle-d 
comprenant le site TspRI ; 

- pour detecter un allele de elF4E assode a la resistance aux potyvirus, tel que 
celui represent^ par la sequence SEQ ED NO: 8 Penzyme de restriction est Mvnl, 
ou Tun de ses isoschizomeres, reconnaissant un site de restriction defini par la 
sequence sens: CG'XX) et la sequence antisens : GC A GC. Les amorces 
nudeotidiques sont choisies de maniere a permettre 1 'amplification de la totality 
de la sequence de eIF4E ou d'au moins une portion de celle-d comprenant le site 
Mvnl; 

Dans les deux cas on peut utiliser par exemple les amorces SEQ ID NO: 
18 et SEQ ID NO: 19. 

Comme indique d-dessus, la detection de plantes sertsibles ou resistantes 
aux potyvirus peut 6galement s'effectoer par detection de la presence ou de t'absence de la 
forme sauvage ou mutante de ia protdne eIF4E. 
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Ainsi, la presente invention englobe 1 'utilisation d'une proteine eIF4E de 
type sauvage ou mutante, telles que definies ci-dessus, ou d'un anticorps specifique d'une 
desdites proteines, pour la selection de plantes resistantes aux potyvirus. 

De preference, I adite proteine e!F4E est choisie parmi : 
5 - Ja proteine representee par la sequence polypeptidique SEQ ID NO: 3 ; 

- la proteine representee par la sequence polypeptidique SEQ ID NO: 5 ; 

- la proteine representee par la sequence polypeptidique SEQ ID NO: 7 ; 

- la proteine representee par la sequence polypeptidique SEQ ID NO: 9 ; 

- le groupe de proteines represente par ta sequence polypeptidique SEQ ID NO: 
10 22; 

- le groupe de proteines represente par la sequence polypeptidique SEQ ID NO: 

23; 

Ainsi, une categorie de moyens de detection de la resistance aux 
potyvirus conform es a l'invention est caractensee en ce que chacun de ces moyens 
15 comprend au moins un anti corps specifique de tout ou parti e d'une proteine eEF4E 
mutante conforme a rinvention, et notamment d'un fragment d'au moins 6 acides amines 
de celle-ci portant une mutation associee a la resistance, telle que definie ci-dessus. 

Par cxemple, un moyen de detection de la resistance peut 6tre consume 
par un anticorps specifique de tout ou partie d'une sequence polypeptidique telle que 
20 d6finie ci-dessus, notamment d'un fragment d'au moins 6 acides amines de celle-ci 
portant une mutation associee a la resistance. 

L'invention conceme egaiement des moyens de detection de la 
sensibilite ou de la resistance aux potyvirus, constituees chacun par au moins une 
sequence d'acides amines choisie dans le groupe comprenant les sequences suivantcs : 
25 - SEQ ID NO: 3 ; 

- SEQ ID NO: 5; 

- SEQ ID NO: 7 ; 

- SEQ ID NO: 9 ; 

- SEQ ID NO: 22 ; 
30 - SEQ ID NO: 23 ; 

L'invention conceme plus particutierement des moyens de ddtection de 
la sensibility aux potyvirus, consumes chacun par au moins un anticorps specifique d'une 
sequence d'acides amines choisie dans le groupe comprenant les sequences suivantes : 

- SEQ ID NO: 3 ; 
35 - SEQ ID NO: 5 ; 

- SEQIDNO:7; 

- SEQ ID NO: 9 ; 

- SEQ ID NO: 22; 
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- SEQIDNO:23; 

ou un fragment d'au mains 6 acides amines de Pune desdites 
sequences, notamment un fragment de la region de celle-ci definie par la sequence 
(I). 

5 De preference, chaque sonde nucleotidjque ou autre moyen de detection 

susvisi est pourvu d'au moins un marqueur, utile comme temoin de lliybridation 
nucleotidique ou 1'appariement an ti gene/ant i corps au cceur de la detection de la sequence 
sensible. Avantageusement, ce marqueur est detectable par rooyens spcctroscopiques, 
photochimiqueSj biochtmiques, irrununochrrniques ou encore chimiques. Par exemple un 

10 tei marqueur peut consister en un isotope radioactif de 32 P, 3 H, en une molecule 
fluorescente (5-bromodeoxyuridine, fiuorescerne, acetyl arninofluorene) ou encore en un 
ligand tei que la biotine. Concemant plus special ement les sondes nudeotidiques, lew 
marquage est fait de preference par incorporation de molecules marquees au sein des 
polynucleotides par extension d'amorces ou bien par ajout sur les extremites 3' ou 5'. 

15 De m am ere preTerentielle, les sequences utilisees pour detecter les 

plantes resistantes aux potyvims sont utilisees en tant que sondes ou amorces 
nudeotidiques. 

II va de soi que tous les moyens de detection susvises ne sont pas limitfes 
strictement aux sequences designees, mais englobent tous les equivalents constitues 
20 notamment par les sequences similaires conservant la fonction concemee et telles que 
definies ci-dessus. 

L'homme du metier connait parfaitement les differentes methodes de 
preparation de sondes et d'amorces, y compris par clonage et par Taction d'enzymes de 
restriction, ou encore par syn these chimique directe selon des techniques telles que la 
25 mefriode au phosphodiester de Brown et al. (1979) ou la technique de support soiide 
decrite dans le brevet europeen N° EP 0707592. Les addes nucleiques peuvent etre 
marques, si desire, en incorporant une molecule ou un marqueur detectable comme expos6 
d-dessus. Des exemples de marquage non radioactifs de fragments d' acides nucleiques 
sont decrits notamment dans le brevet fran^ais N° FR 78 10 975 ou encore dans les 
30 articles de Urdea et al., (1988) ou Sanchez-Pescador et al. (1988). 

Selon un autre de ses aspects, la presente invention concerne l*utilisation 
des moyens de detection dermis d-dessus pour la detection de plantes resistantes/ 
sensibles a au moins un potyvirus. 

Conformement a l'invention, on met en ceuvre en tant que repere(s) 
35 oligonucieotidique(s) de resistance/sensibilit6 aux potyvirus, les sites de restriction Mvnf 
et/ou TspfU, au demeurant connus, des sequences elF4E. 

De preference, les sites de restriction utilises comme repere(s) 
oligonucleotidique(s) correspondent : 
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- a la sequence sens : CCKXi et a la sequence an ti sens ; GCGC 

- et/ou a la sequence sens: NNCASTGNN A et a la sequence antisens : 
A NNGTSACNN. 

Sexploitation de ces sites de restriction comme reperes (ou marques ou 
5 etiquettes) de resistance aux potyvirus sur des sequences exprimees, est a rapprocher du 
premier mode de mise en ceuvre du precede de detection sus-decrit, dans lequel on a 
recours a des enzymes de restriction (par example : AfvnJ et/ou TspRl ) et a des amorces 
d'amplification de la sequence elF4E , par exemple :SEQ ID NO 1 8 et/ou 19. 

Eu egard a la specificity des sites de restriction Mvnl & TspRl, la 

10 presente invention englobe egalement l*utilisation comme repere(s) oligonucleotidique(s) 
de resistance/sensibilite aux potyvirus, des susdits sites de restriction Mvnl & TspRl, et, de 
preference, du site de restriction correspondant a la sequence sens: CG^CG et a la 
sequence antisens : GC A GC et/ou du site de restriction correspondant a la sequence sens: 
NNCASTGNN A et a la sequence antisens : A NNGTSACNN. 

15 Selon encore un autre de ses aspects, la presente invention conceme un 

kit de selection de plantes resistantes/ sensibles aux potyvirus comprenant au moins un 
moyen de detection de type an tj corps ou polynucleotide tels que definis supra. Le kit 
comprend le cas echeant les reactifs necessaires a la realisation d'une reaction 
d'hybridation ou d'amplification. 

20 L'invention a egalement pour objet les plantes issues du procede ti- 

dessus decrit et/ou de la mise en ceuvre des outils et/ou de l*utiIisation et/ou du kit de 
selection dermis ti-dessus. De preference, ces plantes appartiennent a la famille des 
solanacees, des cucurbitacees, des cruciferes et des composees. De maniere encore plus 
preferee, dies sont choisies parmi les toraates, piments et/ou la laitue. 

25 A titre d'exemple, les inventeurs realisent le precede objet de Tinvention 

en suivant le protocole d'analyse RFLP (polymorphisme de longueur de fragments de 
restriction). Pour ce faire, les inventeurs ont utilises un protocole classique de RFLP dans 
lequel les sondes objets dc ['invention sont marquees au ,2 P et dans lequel l'ADN des 
plantes de piment a analyser est diger6 par l'enzyme de restriction EcoRl. A Tissue de ce 

30 procede, les inventeurs obtiennent des protlls d'hybridation differents cntrc les plantes 
resistantes aux potyvirus et les plantes sensibles, permettant ainsi de selectionner les 
plantes sensibles ou resistantes. Ces dernieres pourront ensuite entrer dans un programme 
d' amelioration des plantes par croisements successifs. 

L'invention ne conceme pas seulement la selection de plantes resistantes 

3S ou sensibles aux potyvirus. En effet, dans la mesure ou les inventeurs ont pu identifier le 
gene elF4E determinant une resistance recessive aux potyvirus, il est desormais 
envisageable d'obtenir de nouvelles varietes de plantes genetiquement modifiees, 
resistantes (ou sensibles) a au moins un potyvirus. 
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L'invention conceme done un procede non biologique d'obtention de 
nouvelles varietes de plantes genetiquement modifiees, resistantes (ou sensibles) a au 
raoins un potyvirus, caracterise en ce qu'il consiste essentiellement a {aire en sorte 
qu'apparaisse et/ou a introduire un allele de e!F4E associe a la resistance (ou a la 
5 sensibilitd) audit potyvirus dans le genome de ces plantes. 

Selon un mode avantageux de mise en osuvre de ce precede, ('apparition 
de l'allele de resistance est provoquee par la mise en oeuvre d'une methode setectionnee 
dans le groupe comprenant : 

- mutagenese, avantageusement 'Tilling", 
10 - recombinaison homologue, 

- suppression, 

- insertion/deletion, 

- "gene silencing" / transgenese, 

- et leurs combinaisons. 

15 Les outils susceptiblcs d'Stre mis en oeuvre dans le susdit procede non 

biologique d'obteotion font cgalement partie integrante de Ja presente invention. 

La presente invention a ainsi pour objet toute unit6 genetique constnate 
comprenant un polynucleotide conforme a 1'invention codant pour une proteine eEF4E 
mutante, place sous contrdle d'elements appropries de controle de la transcription, et 
20 6ventuellement de la traduction. 

Ladite proteine eIF4E mutante peut avantageusement etre choisie paimi 
les variants des sequences SEQ ID NO: 22 ou 23 associes a la resistance aux potyvirus. 

La presente invention a aussi pour objet toute unite genetique construite 
caracterisee en ce qu'elle comprend : 
25 - au moins un outil genetique A/ et/ou B/ tel que defini supra, 

- et/ou au moins une sequence nucleotidique choisie dans le groupe comprenant 
tout ou partie des sequences suivantes : 

- SEQ ID NO: 6 

- SEQ ID NO: 8 

30 - et/ou au moins une sequence nucleotidique codant pour facteur eIF4E et 
comprenant au moins un site de restriction MvnL et/ou TspRI, et, de preference, 
au moins un site de restriction correspondant a la sequence sens : CG^G et a la 
sequence antisens ; GCX3C et/ou un site de restriction correspondant a la 
sequence sens: NNCASTGNN A et a la sequence antisens : A NNGTSACNN. 
35 Un autre outil de transformation genetique couvert par l'invention est 
constitue par tout vecteur de transformation de cellules vegetales comportant au moins une 
unite genetique construite telle que visee ci-dessus. II peut s'agir de tout vecteur de 
clonage connu et approprie (phages / plasmides / cosmides ...}. 
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Les cellules veg&ales et les mtcroorganismes transform 6s au moyen d'au 
moins un vecteur ou d'au moins une unit6 gfenetique construite tels que definis supra, sont 
egalement visees par I'invention. 

A un niveau supeneur, I'invention englobe les plantes transformees au 
5 moyen d'au moins un vecteur et/ou d'au moins une unit6 gen&ique construite et/ou de 
cellules veg&ales transformees et/ou de microorganism es transformes, tels quHls ont ete 
decrits ci-dessus. 

Lftomme du metier connait bien toutes les techniques directes ou 
indirect es de modification genetique . Des details complementaires sont donnes dans les 
10 exemples qui suivent 

DESCRIPTION DES FIGURES 

- La Figure 1 represente le gel issu dke analyse par southern blot et montrant les 
differences de profils du marqueur eIF4E de resistance aux potyvirus, observees 
pour differents piments sensibles ou lesistants. L'ADN genomique de piment est 

1 5 digere par l'enzyme BcoRI et hybride avec le cDN A elF4E de tabac - SEQ ID 

NO: 2 - (exemple 3). 

- La Figure 2 represente le gel montrant les amplifications PCR du gene eIF4E 
rmpliqui dans la resistance aux potyvirus chez le piment et met en evidence un 
site de restriction Mvnl differentiel entre sensible et resistant (exemple 4). 

20 - La Figure 3 represente l'alignement de la sequence proteique de eIP4E de 

difTerentes varietes de piment, sensibles ou resistantes aux potyvirus. 

- . La Figure 4 represente 1'alignement de la sequence proteique de elF4E de 
difTerentes varietes de tomate, sensibles ou resistantes aux potyvirus. 

EXEMPLES ; 
25 Exemple I : Obtention des sondes tomate el piment 

Les cDNA de tomate et de piment ont ete obtenus par la technique de 3' 
et 5' RACE (System for Rapid Amplification of cDNA Ends commercialism par la society 
Invitrogen ™) a partir de ['extraction d'ARN total de tomate et de piment et a 1'aide 
d'amorces degenerees definies sur un align ement des sequences de elF4E de tabac, tomate 
30 et Arabldopsis. La partie 3' du cDNA a 6te clonee par 3"RACE. Des amorces definies entre 
le TAG et la queue polyA des sequences obtenues par 3 'RACE ont ete utilisees pour 
obtenir les cDNA complets par 5' RACE. 

Amorces utilisees pour les deux etapes de la 3' RACE : 
Etape 1 : TCTAGATACAAYAATATCCAYCACCCAAGCAA - SEQ ID NO: 10 
35 Etape 2 ; TCTAGATGGGRGCAGACTTTCAYTGTTT- SEQ ID NO: 1 1 

Les amorces utilisees pour les trois etapes de la 5'RACE sont ilhistrees 
par le Tableau I ci-apres: 
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TABLEAU I 





Pirnent 


Tomate 


Etapc I 


GTA TGA GAA ACT AAA CTA 
- SEQ ID NO; 12 


AAA TGA GAA ACT AAA CTA 
=■ SEQ ID NO: 15 


Etape2 


CAA CTT TTC AGT ACG AAT TGT GTT T 

» SEQ ID NO: 13 


CTT TCC AGT ACG AAT TGT GTT TCT T 

=> SEQ ID NO: 16 


Etape3 


TCC GAC ATT GCA TCA AGA ATT ATA C 
« SEQ ID NO: 14 


CTG CAT CAA GAA CTA TAC GGT GTA A 

- SEQ ID NO: 17 



Exemple 2 : Test d'hybridation et de selection des plantes resistantes owe potyvirus 
(resistance contrdlee par le locus pvrl/pvrl/pvrS) 



Extraction de I'AJDN des plantes a analyser 

5 L' ex traction de l'ADN des plantes (Solanacees, Cucurbitacees, 

Cruciferes et Composees) suit les protocole d 'extraction standard basee sur le protocole de 
micro-extraction d'ADN de Fulton et Tanksley, 1995 
Digestion de l'ADN et separation sur gel d' agarose 

Le protocole suivi utilise 2,5U d'enzytne / jig d'ADN. Le volume 
10 enzymatique doit etre inferieur a 10% du volume reactionnel. Le volume reactionnel est 
calcule en fonction de la taille du ptrits : il depend du type de cuve et de peigne utilises et 
du volume du get (300ml en general). Le volume du tampon specifique de ('enzyme et de 
spermidine doivent representor chacun 1 0% du volume reactionnel : 

- xulADN 
15 - IX tampon 

- IX spermidine (4 mM) 

- 2.5Ud'enzyme/pgd , ADN 

- qsp H2O volume reactionnel 

La digestion est realisee a 37°C toute la nuiL En parallele, sont prepares 
20 des ecbantillons de phages X digeres par Hind III : 0,5 pg / puits. Apres digestion, la bonne 
digestion des ADN est verifiee sur gel d'agarose 1%, TAE IX avec 1 pi de produit de 
digestion. Si la digestion est correcte, le tampon de charge est alors ajout& Le tampon de 
charge doit representer au rrunimum 10% du volume total (ou 20%). Le depot est alors 
effectue sur un gel de 300ml, NEB IX, 1% d'agarose contenant lOpI de BET. La 
25 migration se fait a 25V pendant 24h dans du tampon NEB IX (arret de la migration a 2 cm 
du bord du gel). 

Transfer! snr membrane de nylon 

Une membrane Hybond N+ et 1 papier Wattman a la taille du gel sont 
decoupes. Dans une cuve plate contenant 1L HQ 0,25N, le gel est mis a tremper 30 min. 
30 sous agitation (le bleu devient jaune). 
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Pendant ce temps, le btotteur est prepare en : 

- mouillant une feuiHe de papier Wattman dans du SSC 2X et en la placant sur la 
plaque poreuse du blotteur. 

- puis en mouillant la membrane et en la placant sur le Wattman qui sera reconvert 
5 par le cache plastique. 

Le gel est rince dans une cuve contenant de 1'HjO distillee, puis place 
sur le cache du blotteur en evitant ies bulles et en verifiant l'etancheite du systems Le 
blotteur est mis en route a 50 mb max. Un peu de soudc 0,4N est versee sur le gel. Deux 
epongcs imbibees de sonde sont placees sur le gel qui sera recouvert de soude jusqu'a 
10 saturation. 

Le transfert s'effectue en 2h a 3h. Les membranes sont rincees dans un 
bain de SSC 2X durant 10 a 1 5 min puis sechees a Pair libre et cuites 2h a 80°C. 
Preparation des sondes 

La preparation des sondes par marquage PCR au n P conceme des 
15 sondes de 3 kb maximum, amplifiees par PCR ou directement sur plasmides, permettant 
de reveler les bandes majeures pour une sonde, de concentration entre 1 et 5 ng/pl. 

Les conditions de reaction sont resumees dans le tableau 2 ci-apres 



TABLEAU 2 



TpPromega 10 X 

MgCl2 Promega 

Mix (ATG 50 pM+dCTP 5pM)* 

Taq 2U/pl 

Primer (5pM) 

o32Pk!CTP (lOOOCi/mmole, lOpCi/pl) 


Concentration finale 
25,6 pi 

4 pi IX 
2,4 pi 

2 pi ATG 2,5pM ; dCTP 0,25 pM 

Ipl 

lul 

3pl 


ADN sonde 


Ipl 


Volume reactionnel final 


40 pi 



* : Mix (ATG 50pM+dCTP5pM) pour marquage des sondes RFLP par PCR. 



20 Dilution de dATP, dTTP, dGTP a 10 mM, a partir des solutions meres a lOOmM : 

- 5pldNTPal00mM 

- 45plH 2 0 

Dilution de dCTP a 1 mM, a partir de la solution mere a 100 mM : 

- 0,5pldCTPal00mM 
25 - 49,5plH 2 0 

Mix ATG + dCTP : 

- 2,5 pi dATP a 10 mM concentration finale : 50pM 

- 2,5 pi dTTP a 1 0 mM concentration finale : 50pM 

- 2,5 pi dGTP a 1 0 mM concentration finale : 50pM 



WO03/0W900 



PCT/FR03/00397 



23 

- 2,5 nl dCTP a 1 mM concentration finale : 5pM 

- 490uIH 2 O 

Le marquage des sondes se fait au cours de 30 cycles PCR de : 

- 30 s a 94°C 
5 - 45 s a 52 °C 

- 1 min 30 a 72 °C 

Une fois marquees, les sondes sont ensuite denaturees scion le protocole 

suivant : 

- ajouter chaque sonde dans un tube contenant 1 60 pi de NaOH 0,8 N + 2 a 5 ul de 
1 0 Lambda marque (par random priming) 

- incubcr 5 min 

- neutraliser avec 200 pi de Tris HCl 1 M 
Hybridation 

Protocole dapres Church et Gilbert, (1984) 
1 5 a- Prehybrldation A 65°C toute la nuit 

On utilise 20 ml de tampon dTiybridation* par tube pour 2 ft 6 demi 
blots. 25 ml de tampon au dela, sans depasser 10 demi blots par tube. Les membranes sont 
humidifiees dans une boite contenant du tampon dliybridation avant d'etre legerement 
egouttees puis roulees (toutes ensemble) et mises dans le tube. 
20 Verifier pendant la prehybtidation que les tubes sont etanches et que les membranes se 
deroulent bien, sinon les changer de sens. 

♦composition du tampon de pre-bybridation et dTxybridation : 
Pour 500 mL : 21,91 g NaCl; 18,38 g Na Citrate; 380 mL H20; 15 mL 
SDS 20%; 25 mL NaP04 1M pH 7,5; 25 mL Denhardt 100X; 5 mL EDTA 0.25M; 50 mL 
25 Dextran sulfate 50%. 

b- Hybridation a 6S°C au mains 16 heures 

On laisse decroitre la temperature des tabes avant de les ouvrir pour 
eviter de mouiller le pas de vis. On ajoute la sonde d6naturee (5 min dans NaOH 0,8 M 
puis arret de la denaturation Tris-HCl 1M). Dans ces conditions, lliybridation pent durer 
30 48 ou 72 heures. 
c- Lavages 

Les boites (ou bacs) sont lavees dans un large exces de tampon (1% SDS 
(Serva) 40mM NaPi pr6chauffe a 65°C. Pour environ 5-10 demi membranes : 

- 1 lavage de 20 min. a 65°C sous agitation. Pour laver, transferer membrane par 
35 membrane dans tin nouveau bac contenant le tampon prechauffe. Les tampons de 
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lavage radioactifs (au moins les 2 premiers) sont versus dans an bidon prevu a 

- 1 rinpage de 2-3 min. dans un tampon neuf chauffe a 65*C. 
d- Exposition 

5 Les membranes sont essorees sur un lit de papier absorb ant constituc 

d'un champ de papier bleu recouvert de papier blanc type rouleau de Tork ; elles ne 
doivent pas secher. Elles sont ensuite mises dans des pochettes plastiques pour 
l'exposition, placees dans une cassette avec 1 ecran intensificateur. 

Selon le signal mesure au compteur Gdger, elles sont expo sees a -80°C 

1 0 de une nuit a quelques jours. 

e- Deskybridation des membranes avant rikybridation 

Les membranes sont deshybridees dans une solution 0,1% SDS 1 raM 
EDTA chauffee a 80°C (1 litre pour 40 demi -membranes) pendant 20 min a temperature 
ambiante. Les membranes sont ensuite rincees 10 min. dans une solution 2X SSC. Enfin, 

15 les membranes sont essorees puis stockees humides dans des pochettes en plastique a 4°C. 
Exemple 3 : Correlation entre la resistance aux potyvirus et eIF4E 

Le materiel viral employe dans ces tests d 'infection sont les isolats N- 
605 du PVY obtenus a partir de Solanum tuberosum (Jakab et al., 1997), ou PVY-LYE84, 
ou PVY-LYE240r pour la tomate (Legnani et at., 1995) et les isolats PVY-To72, PVY- 

20 Sil5 pour le piment (Dogimont et al., 1996) ainsi que I'isolat CAA-10 du TEV (Legnani 
et al, 1996). Le meme protocole est utilise pour tous les autres isolats de PVY et de TEV 
qui sont contrdles par les locus pvrlfpvrlfpvrS et/ou pot-1. Les isolats sont maintenus 
selon la procedure Bos (Bos, 1969) et multiplies sur des plants de Nicotiana tabacum cv. 
Xanthii avant inoculation des plantes de tomate ou de piment au stade cotyledons a deux 

25 feuilles ctalees. L'inoculum viral est prepare comme decrit dans les articles de Legnani et 
al. (1995, 1996) et de Dogimont et al. (1996). Les cotyledons et les deux premieres 
feuilles des plantes sont inocules raecaniquement. Les lignees sont evaluees sous 
conditions contr61ees en chambre de culture (14 heures de jour, 18°C nuit et 24°C jour) 
pour suivre leur reaction apres inoculation. 4 semaines apres inoculation, toutes les plantes 

30 sont evaluees individuellement pour la presence ou l'absence de 1'antigene de capside du 
PVY ou du TEV par test ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) comme decrit 
par Legnani et al., (1995, 1996) et Dogimont et al (1996). D'autres protocoles 
parfaitement connus de l*honune du metier peuvent egalement 6tre utilises pour 
1'inoculation mecanique de potyvirus aux plantes. 

35 Le gel presente en Figure 1 annexee montre la difference de profils 

observes entre le marqueur eIF4E et la resistance aux potyvirus controlee par le locus 
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pvr2. Cette co- segregation complete entre la resistance aux potyvirus et une copie du gene 
eIF4E& ete observes sur une descendance en segregation de plus de 500 plantes. 

L'ADN genomique de piment est digere par l'enzyme EcoRI et hybride 
avec le cDNA eIF4E de tabac - SEQ ID NO: 2 - (les memes profils RFLP sont obtenus 
5 par hybridation avec !e cDNA de tomate ou Ie cDNA de piment). 

Les plantes sensibles (S) possedent le fragment de restriction a 7 kb 
"bas H alors que les plantes resistantes (R) possedent les fragments de restriction a 7 kb 
"haut". Les plantes heterozygotes (Ht) presentent les deux fragment de restriction et sont 
sensibles (car gene recessif). 
10 Exemple 4 :Mise en evidence de mutations de elF4E assodies a la resistance aux 
potyvirus 

1) Mise en evidence de sites de restriction difTCrenrlcls entre les copies de d'nn 
genotype de piment sensible aux potyvirus et d'nn genotype resistant 

Par les techniques de sequeneage classique, des mutations ponctuefles 
15 entre le gene elF4E de la varied de piment "Yolo Wonder" (sensible au potyvirus et 
porteuse de Talldle pvr2*) et celui de la variete de piment "Yolo Y" (resistant aux 
potyvirus et porteur de I'allele pvt2 l ) ont ete mises en evidence. Ainsi, en position 200, la 
sequence SEQ ID NO: 6 cod ante du eIF4E dans Yolo Wonder presente un T tandis que la 
sequence SEQ ID NO: 8 codante du eJF4E dans Yolo Y presente un A. De la m6me facon 
20 en position 236, la sequence codante de Yolo Wonder presente un T tandis que la 
sequence codante de Yolo Y presente un G. 

La premiere mutation ponctuelle correspond a un site de restriction 
TspRI (ou ses isoschizomeres) existant uniquement chez Yolo Wonder. Ce site de 
restriction differentiel a ete vahde par PCR sur le cDNA de Yolo Wonder et Yolo Y: 
25 definition d'amorces en 5' et en 3' du cDNA et digestion de l'amplifiat PCR par l'enzyme 
TspRI, 

(Meme protocole que ci-dessous pour l'enzyme Mvnl sauf que la 
digestion se fait a 70°C pour cette enzyme). 

La seconde mutation ponctuelle correspond a un site de restriction Mvnl 
30 (ou ses isoschizomeres) existant uniquement chez Yolo Y. Ce site de restriction 
differentiel a ete valide par PCR sur le cDNA de Yolo Wonder et Yolo Y: d6finirion 
d'amorces en 5' et en 3' du cDNA et digestion de l'amplifiat PCR par l'enzyme Mvnl. 
Reaction de PCR sur le cDNA : 

Amorce sens : AAA AGC ACA CAG CAC CAA CA - SEQ ED NO: 18 
35 Amorce antisens : TAT TCC GAC ATT GCA TCA AGA A - SEQ ID NO: 1 9 

Les conditions de reaction sont illustrees par le tableau 3 ci-apres. 



WO 03/066900 



PCIYFR03/00397 



26 



TABLEAU 3 





Concentration finale 


H 2 0 


13.05 pi 


Tp Promega 10 X 


2.5 pi IX 


MgC12Promega 


2.0 pi 


dNTP (4 \iM @) 


1.25 pi 


Taq 2U/pl 


lpl 


Primer (10 pM) 


1.5 de chaque pi 


cDNA(10ng/pl) 


3pl 


Volume reactionnel final 


25 pi 


Cycles d'amptification : 93°C-3 min/35 X (93°C-45 s/53°C-l rnuV72°C-2 miny72 o C-I0 min 



Digestion par I'enzyme Mvnl : 8 pi de produit PCR + 2 U d'enzyme + 
1 ,3 pi de tampon de I'enzyme + 1 3,5 pi H20 2h a 37°C. Migration sur gd d'agarose 1 ,2% 
TAB IX. 



5 Le gel presente en Figure 2 armexee montre les amplifications PCR du 

g£ne eIF4E impliqui dans la resistance aux potyvirus chez le piment et met en Evidence 
un site de restriction A/Wdiffcrentid enrre sensible et r&istant. 
Bandet : 

* amplifiat PCR du gene eIF4E du piment Yolo Wonder sensible (S) au potyvirus - 
10 allele pvr2+- 

• et absence de digestion enzymatique par Mvnl. 
Bande2 : 

* amplifiat PCR du gene eIF4E du piment Yolo Y resistant (R) au potyvirus ~ allele 
pvr2' 

1 5 * et mise en evidence du site de restriction Mvnl. 
Bande3 : 

• Marqueur de taille 1 kb ladder. 

2) Mise en evidence de mutations de eIF4E associees a la resistance aux potyvirus. 

Le sequencage du gene eIF4E de differentes varietes de piment sensibles 
20 ou resistantes aux potyvirus a fait apparaltre des mutations, associees a la resistance aux 

potyvirus, dans la meme region de elF4E. 

L'aiignement de la sequence proteique de eIF4E de ces differentes 

vari&6s est represente sur la Figure 3. 

Legende de la figure 3 : 
25 YW « Yolo Wonder S / pvr2 + 

DDL = Doux Long des Landes S / pvr2 + 

PM1008 = Resistant au PVY(0) 

YY = YoloY/pw2' 

Avelar = allele pvr2' 
30 Vania - allele pvr2' 

PM994 - Resistant au PVY(0) 

Florida VR2 = Florida / pvr2 2 
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C69 = lignee HD issue de lTiybride FI entre CM334 et Yolo Wonder / pvr5 
CM334 = Criollo de Morelos 334 / pvrS 
PMI 014 = Resistant an FVY(0) 
Per = Perennial / resistance partielle (QTL) au locus pvr2 
5 Souligne gras = mutation commune a tous les resistant sauf PM 1 008 
Surlign6 gris = mutation specifique a l'allele pvf2* 
Gras non souligne = mutation specifique a l'allele pvr2 2 
Souligne non gras = mutation specifique a l'allele pvr5 
Suriigne noir = mutation specifique au genotype PMI 008. 
1 0 Ces differents variants sont egalement representes dans la sequence SEQ ID NO: 22 

Exempt* 5 : Mise en Evidence de la syntenie entre piment et tomate pour les genes 
ricessifs tie resistance aux potyvirus (gene pot-1 chez la tomate et locus pvr2 diet le 
piment) 

Cinq genes majeure et plusieurs QTL impliques dans la resistance aux 
15 potyvirus sont cartographies sur le genome du piment Grace a I'utilisation de sondes 
RFLP communes pour cartographier le genome et grace a la forte conservation de l'ordre 
des marqueurs entre le genome de la tomate et celui du piment, les facteurs de resistance 
aux potyvirus du piment sont places sur la carte de la tomate. La localisation des loci de 
resistance aux potyvirus du piment sur les chromosomes de tomate ainsi que celle des 
20 marqueurs RFLP lies est recapitulee dans le tableau 4 avec les references d'origine. Dans 
l'objectif d'etablir precisement la correspondance entre les regions genomiques du piment 
et de la tomate avec les genes de resistance aux potyvirus, les marqueurs RFLP TGI 35 et 
Cab3 sont ajoutes a la carte pre-existante de liaison genetique du piment (Lefebvre et al, 
soumis). 



25 TABLEAU 4. 



Gene 


Spectre 


Marqueurs lies h 


Position 
chromosomique 
chez la tomate 


Reference 


pvrl 


TEV, 
PepMoV* 


TG56.TG135 


3 


Murphy etal. 1998 


pw2 


PVY, TEV* 


CT3I,TG132 


3 


Caranta era/. 1997 
Caranta et al, 
unpublished 


pvri 


PepMoV* 


nd c 


nd c 


Murphy et al 1998 


Pvr4 


PVY, 
PepMoV 


CD72, CT124 


10 


Caranta etal. 1999 
Grabee/a/.2000 


pvr5 


PVY* 


CT31 


3 


Caranta et al, 
unpublished 


pvr6 


PVMV 


TG57 


9 


Caranta etal 1996 


pvr7 


PepMoV, 
PVY* 


CD72,CT124 


10 


Grube et a/.2000 



* seul le spectre general de resistance est indique pour chaque gene, certains de ces genes 



de resistance peuvent etre detoumes par des souches virulentes. 
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b les marqueurs RFLP sont obtenus en utilisant au hasard d'ADN genomique de tomate 
(TG) ou des sondes ADNc d'epiderme de feuille de tomate (CD and CT) . 
°nd 31 non d6termin6 

a- Mirquige AFLP et RFLP du gene pot-1 
5 L'ADN total est ex trait a partir d* environ ! g de feuilles fraiches de 

platites F2 (Caranta el al, 1997). 

Les echanullons d'ADN de 6 plantes F2 (issues de I'antofecondation de 
ITiybride Fl entre Lycopersicon esculentum Mospomorist et /,. hirsutum PI247087) (pot- 
tfpot-l") ayant gener6 des families F3 completement seasibles au PVY soucfae N 605 et 

10 les echanullons d'ADN de 9 plantes F2 ayant genere des families F3 completement 
resistantes au potyvirus sont groupes pour unc analyse segregeante en masse (bulked 
segrcgeant analysis) et pour un etiquetage AFLP de pot- J. 

Les marqueurs AFLP sont generes selon le protocol e de Vos et al. 
(1995) avec les enzymes de restrictions EcoRl, Hindlli, et Msel. La premiere 

15 amplification est realisee en utilisant une combinaison d' amorces avec un seal nucleotide 
selectif et une seconde combinaison avec 3 nucleotides selectifs. 

Les marqueurs AFLP lies a pot-1 sont cartographies sur les lignoes 
d'introgression de L. hirsutum dans L. esculentum (Montforte and Tanksley, 2001) afin 
d'assigner pot-1 a un chromosome de la tomate. 

20 L'assignation est validee par la cartographic de marqueurs RFLP 

localises sur le chromosome cjble. La procedure RFLP est decrite par Saliba-Colombani et 
al (2000). Le criblage du polymorphisme entre Lycopersicon esculentum Mospomorist 
(sensible aux potyvirus) et L. hirsutum PI247087 (resistant aux potyvirus) est realise avec 
3 enzymes de restrictions {EcoRI, Hindlli et Xbal) et des marqueurs RFLP prealablement 

25 cartographies chez la tomate (CT, ADNc de tomate deriv6 de PARNm de tissu 
epidermique de tomate, TG, clones d'ADN genomique de tomate ; la sonde CAB3 codant 
pour un polypeptide lie a la chlorophyile a et b, Tanksley et al 1992) Ce criblage permet 
de cartographier des marqueurs supplementaires sur le chromosome 3. 

L'analyse de segregation pour les marqueurs moleculaires (AFLP, 

30 RFLP) et pour les donnees de resistance sont analyses par le logjciei Mapmaker/Exp v. 3.0 
avec un Lod minimum de 4.0 et un pourcentage de recombinaison maximum de 0,3. Le 
pourcentage de recombinaison est alors convert) en distance de cartographie en 
centiMorgans (cM) en utilisant la fonction de cartographie Kosambi (Kosambi, 1944). 

Ces resultats ont pennis de localiser le gene pot-1 de resistance au PVY 

35 chez la tomate sur le chromosome 3 et de montrer que ce gene est encadr6 par les memes 
marqueurs RFLP que le locus pvr2 chez le piment 
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b- Cartographic de eIF4E chez la tomate 

En parallele, le cDNA elF4E de tomate a et6 cartographic par la 
methode RFLP decrite pr deed eminent sur les ligndes d'introgression de L. pennellii dans 
L. esculentum (Eshed and Zamir, 1995). Ce travail a permis de localiser 5 copies du gene 
5 eIF4E chez la tomate. Une de ces copies a etc localisee sur Ie chromosome 3, dans la 
meme region genomique que le gene pot-I confirm ant ainsi la syntenie entre piment et 
tomate pour la resistance aux potyvirus et par consequent la possibilite d*utiliscr eIF4E 
comme marqueurs et outils de selection de la resistance. 

Cette mise en evidence de syntenie entre le piment et la tomate pour les 
10 genes recessife de resistance aux potyvirus permet de dire que si elF4E est le gene de 
resistance chez le piment, alors eIF4E est figalement le gene de resistance chez la tomate. 
c-Clonage d'un gene elF4E de tomate assocte a la resistance aux potyvirus. 

Selon la methode 3' et 5' RACE PCR decrite dans l'exemple 1, PADNc 
d'un gene eJF4E de tomate similaire a celui isole chez le piment a etc isol6 et clone chez 
1 5 la tomate ; ce gene a ete denomm6 eIF4E-2. 

La sequence codante de ce gene (variete 'Mospomorisf dei. Esculentum, 
sensible au PVY et au TEV) est representee dans la liste de sequences sous le numero 
SEQ ID NO: 2. 

Par des techniques de sequencage classique, des mutations ponctuelles 
20 entre le gene eIF4E-2 des genotypes de tomate L. esculentum 'Mospomorisf et L. hirsutum 
PI 1344 17 (sensibles aux PVY et au TEV) et celui du genotype L. hirsutum PI247087 
(resistant au PVY et au TEV, resistance control ee par lc gene recessif pot- 1) ont fete mises 
en evidence. 

L'alignement de sequences est represente sur la Figure 4. 
25 Legende : Mospo=Mospomorist; PI13=PI134417; PI24=PI247087 

En gras et souligne : mutation observee seulement chez PI247087 ; En gras non souligne : 
mutation interspecifique entre L. esculentum et L. hirsutum. 

La proteine eIF4E de L. hirsutum PI134417 et ceUe de L. hirsutum PI247087 sont 

egalement representees par la sequence SEQ ID NO: 23 
30 Exemplc 6 : Criblage de la banque BAC du genome du piment avec des amorces 

difinies sur la sequence codante eIF4E du genotype Yolo Wonder, demonstration de la 

co-segregation avec la resistance et determination de la structure genomique du gene 

eIF4E qui co-sigrege avec pvrZ 

Une banque BAC de piment a ete constmite a partir d'une Iignec 
35 haploide doublee HD208 issue de lliybride Fl d'un croisement entre Capsicum anmtum 

Yolo Wonder et C. anmmm Perennial. HD208 contient Tallele dominant de sensibility 

pvr2+. 
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L'ADN de haut poids mo!6culaire a 6*6 extrait selon la methode decrite 
dans http://www.ncgr.orgtesear^ L'ADN a 

ensuite ete digere partiellement et separement par trois enzymes de restriction {EcoRI, 
SamHI ct Hindlll) afin d'augmenter ta representativitd dc I'ensembie du genome. L'ADN 
5 digere a ete clon6 dans le vecteur pCUGBBACl . 

La banque BAC de piment est constituee de 239 232 clones avec une 
taille moyenne d 'insert de 125kb ce qui correspond a une representativite tneorique de 10 
equivalents genome (taille du genome du piment 3000 Mpb). Cette banque BAC a ete 
organisee en 623 pools d'ADN en vue d'un criblage par PGR (I pool correspond au 
10 melange d'ADN de 384 clones). 

Les amorces suivantes ont ete definies sur fa sequence codantc de eIF4E 
de Yolo Wonder: 

- Piml : 5' AGA CTT TCA TTG TTT CAA GCA TAA 3' - SEQ ID NO: 20 

- Pim4 : 5' GAT TAG AAA GTG CAA ACA CCA ATA C 3* « SEQ ID NO: 21 
15 Ce couple d 'amorces amplifie sur le cDNA une bande de 493 pb et sur 

l'ADN genomique de HD208 une bande de 1800 pb. Ce couple d'amorces a ete utilise 

pour cribler la banque BAC de piment. Quatre clones BAC ont ete identifies portant la 

bande de 1 800 pb (Clones 27-BI, 5-2H, 1 1 1-4H et 184-4H). 

Ces quatre clones BAC ont ete digeres par EcoRI et les profils de 
20 restriction montrent qu'ils sont chevauchants et correspondent done bien a un merae locus. 

Tous les clones BAC revetent une bande EcoRI de 7 kb qui a ete donee dans un vecteur 

pGEM3Zf. Cette bande de 7kb, obtenue par digestion EcoRI correspond a celle qui co- 

segrege avec la sensibilite aux potyvirus (voir exemple 3) 

(1 - clone 27-BI ; 2 ^clone 5-2H ; 3 = clone ! 1 1-4H ; 4 = clone 184-4H) 
25 La presence de rarnplifiat de 1800 pb dans ce fragment de 7 kb 

confrrme que ces quatre clones BAC portent le gene eIF4E correspondant au cDNA done. 

Le sequencage de cet insert de 7 kb a permis de definir la taille du gene qui est de 5500 pb 

et de definir la structure exon/intron : 5 exons et 4 inrrons. 

Exemple 7 : Experience d 'expression transitoire du cDNA eIF4E de Yolo Wonder dans 
30 un ginotype de piment resistant (porteur de I'aUile pvr21) pour validation du rote de 

eJF4E dans la sensibilite aux Potyvirus. 

Afin de valider Phypothese que Pallele de sensibilite pvr2+ correspond 

au gene eIF4E de Yolo Wonder, des experiences d'expression transitoire du cDNA eIF4E 

de Yolo Wonder via un vecteur viral PVX (Potato Virus X) (Chapman et a!., 1992) sont 
35 realisees sur un genotype resistant Yolo Y, porteur de Fallele pvr2 ] 

Le cDNA eIF4E issu du genotype sensible Yolo Wonder est clon6 de 

maniere orientee dans un vecteur d'expression PVX-CES-35S au site de clonage Clal et 

Sail 
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Le genotype resistant (port cur de rallele pvr2') Yolo Y est co-inocule 
avec ce plasmide recombinant et avee Ie pathotype 0 du Potato Virus Y (PVY). 
L'expression transitoire du gene eIF4E issu du genotype sensible Yolo Wonder via le 
vecteur PVX recombinant permet au PVY de se multiplier dans le genotype resistant. Le 
5 PVY est detecte par la tndthode ELISA ou RT-PCR (Legnani et al., 1995, 1996, Dogjmont 
etal.,1996). 

Les deux genotypes de C. annuum Yolo Wonder et Yolo Y ayant re^u le 
plasmide recombinant sont sensibles au PVY : on detecte le virus par ELISA et RT-PCR 
sur feuilles inoculees et feuiUes systemiques 10 jours apres inoculation. 
10 De la meme maniere, des alleles eIF4E issus de Yolo Wonder et Yolo Y, 

qui sont tous les deux sensibles aux TEV (Tobacco etch virus), ont etc" exprimes chez un 
genotype de piment resistant au TEV : Florida VR2. On observe que cette expression 
permet la multiplication du TEV (detectec par ELISA et RT-PCR) chez ce geniteur 
resistant 

15 Le cDNA eIF4E-2 de tomate obtenu a partir de la vari&e Mospomorist 

(portant l'allele de sensibilite SEQ ID NO: 4) a egalement et£ exprim^ sdon le m&ne 

protocole dans le genotype de piment resistant Yolo Y. 

On observe egalement la restauration de la sensibilite au PVY des 

piments Yolo Y exprimant le cDNA eIF4E-2 de tomate. 
20 Ces resultats confirment 1 'implication de elF4E dans la sensibility k 

diflFerents potyvirus, et montre en outre que ce systeme fonctionne en beterologue (gene de 

la tomate qui fonctionne chez le piment). 

Exemple 8 : Recherche de mutants dans le gene eIF4E et dans les genes du complexe 
d' initiation de la traduction des ARN pour la creation de planies resistantes aux 
25 potyvirus. 

Les mcmbres de la tamitle multi-genique eIF4E appartiennent a un 
complexe d'au moins 8 proteines form ant le complexe dHnitiation de la traduction dans les 
cellules eucaryotes {Browning 1996). 

^identification et la caracterisation de mutants dans eIF4E et dans les 
30 autres genes du complexe d'initiation de la traduction pour la creation de plantes 
resistantes aux potyvirus se deroule en 4 etapes et utilise un systeme de TILLING 
(Targeting Induced Local Lesions EN Genomes, McCallum et al., 2000) : 

(1) Generation d"une collection de mutants de tomate par mutagenese chimique. Le 
genotype choisi est une micro tomate, Lycopersicon escuientum Nficrotom qui 
35 presente des caracteristiques biologiques interessantes (Meissner et al., 2000) : 

sensible aux potyvirus (PVY, TEV et PVMV), croissance a haute denstie (1000 
plantes/m2) et temps de generation de 3-4 mois. Les mutations sont obtenues par 
mutagenese chimique a imyl-methyl sulfonate (EMS) (Koornneef et al., 1982) : 
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mutagenese sur 30 000 graines, semis des mutants et fabrication de la generation 
M2 a partir de 5000 plantes Ml. 

(2) Extraction d'ADN de 20 plantes par famille M2 et constitution de pools d'ADN 
en 3 dimensions a partir d'une population de 100 000 plantes M2 (5000 

5 families). 

(3) Amplification par PCR des genes cibles et recherche des mutations par HPLC 
denaturantc, Les sequences des genes impliques dans le complexe d'initiation de 
la traduction sont dispombles sur le site http^www.tigr.org/tdb/lgi. Les produits 
PCR sont ensuite denatures puis apparies pour pennettre la formation 

10 dTjeteroduplexes. Les mutations sont ensuite detectees soit par HPLC 

denaturante (McCallum et ah, 2000) soit par une enzyme qui permet la detection 
des "mismatch" dans les h&eroduplex (enzyme CEL1, Oleykowski et al., 1998). 

(4) Caracterisation des mutants pour evaluation de leur comportement vis-a-vis des 
potyvirus : passage d'un phenotype sensible a un phenotype resistant. La 

15 procedure d'inoculation et de detection des potyvirus (Potato virus Y, Tobacco 

etch virus, Pepper veinal mottle virus) est identique a cdle decrite dans 
l'exemple 3. 

Exempt* 9 : Creadon de plantes resistantes aux potyvirus par des mtthodes pouvant 
impliquer la transgenese, 

20 Alternativement k l'exemple 8, l'allele de resistance du gene eIF4E 

(identifi6 ici chez le piment) ou tout autre allele de eIF4E qui confere la resistance aux 
potyvirus (identifie a la base des exemples 1 a 8) peut etre transfer^ in planta par des 
methodes de type mutagenese dirigee (Hohn et al., 1999), recombinaison homologue 
(Kempin et al., 1997) ou par des methodes de surexpression. Dans les experiences de 

25 surexpression, l'allele d'eIF4E qui confere la resistance est exprime sous un promoteur fort 
de type 35S du virus CaMV par transgenese in planta {Jones et al., 1 992; Bevan 1 984). 

Des plantes resistance peuvent egalement etre crees par knock-out du 
gene elF4E endogene par des methodes de type "gene silencing" (Post Transcriptionnal 
Gene Silencing) et rexpression simultanees par transgenese de la forme de eIF4E 

30 conferant la resistance aux potyvirus. Un knock-out specifique par PTGS peut-&re realise 
en le digerant contre le 5' UTR du gene elF4E endogene; la forme A'elF4E qui confere la 
resistance exprimee par transgenese ne portera pas la sequence 5' UTR du eIF4E 
endogene. Cette specificity du knock-out par PTGS contre les 5' UTR est basee sur les 
nouvelles donnees issues de la comprehension du mecanisme de PTGS (Nisbikura 2001). 

35 
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REVINDICATIONS 

1) Proc6d6 de selection de plantes resistantes aux potyvitus, caracteris6 
en ce qu'il comprend la detection dans les plantes a tester : 

- de Ja presence ou de 1' absence d'une proteine eEF4E (denommee ci- 
5 apres : « proteine eIF4E de type sauvage ») comprenant une region definie par la sequence 

(l)ci-apres 

DX^jXaX^KSXsQXsAWGSSX^RXeXgYTFSXjoVEXnFWXuXjjYNNIHXuPSKL 

X 15 X 16 GAD 

dans laquelle : 

10 - X|, X2, Xj, X*. X*. X?, Xg, X», Xio, X t2 , X| 3 , X| 5( et X| 6 representent chacun un 

acide amine neutre ; 

- Xs et Xh representent un acide amine basique ; 

- X| i represente un acide amine acide ; 

- D, K, S, Q, A, W, G, R, Y, T, F, V, E, N, I, H, P, et L ont leur signification 
15 usuelle en code I-lettre, ou d'une sequence nucleotidique codant pour ladite 

proteine ; 

- de la presence ou de l'absence d'une proteine eIF4E mutante 
comprenant une region derivee de celle d6finie par la sequence (1), par substitution d'au 
moins un acide amine neutre de ladite sequence (I) par un acide amine charge, et/ou 

20 substitution d'au moins un adde amine charg6 de ladite sequence (1) par un acide amine 
neutre ou un acide amin6 de charge opposee, ou d'une sequence codant pour ladite 
proteine ; 

- et la selection des plantes ou Ton detecte une proteine eIF4E mutante 
ou une sequence nucleotidique codant pour ladite proteine, et ou Ton ne detecte pas de 

25 proteine elF4E de type sauvage ou de sequence codant pour ladite proteine. 

2) Precede de selection de plantes utilisables pour l'obtention de plantes 
resistantes aux potyvirus, caracterise en ce qu'il comprend la detection dans les plantes k 
tester de la presence ou de l'absence d'une proteine eIF4E mutante telle que definie dans 
la revendication 1, ou d'une sequence codant pour ladite proteine, et la selection des 

30 plantes ou Ton detecte ladite proteine eIF4E mutante ou une sequence codant pour ladite 
proteine. 

3) Procedi selon une quelconque des revendications 1 ou 2, caract6rise 
en ce que ladite proteine eIF4E mutante comprend une region derivee de celle definie par 
la sequence (I), par : 

35 a) substitution d'au moins un des acides amines Xj X^ X 3 0uX4.de ladite sequence 

(I) par un acide atnin6 charge, et 
b) substitution d'au moins un des autres acides amines neutres de ladite sequence 
(I) par un acide amin£ charge^ et/ou substitution d'au moins un acide amine 
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charg* de laditc sequence (I) par un acide amine neutre ou un acide amind de 
charge opposee. 

4) Utilisation d'un outil de selection choisi pamu : 

a) un polynucleotide cod ant pour une proteine cIF4E de type sauvage ou mutante, 
5 telles que definies dans une quelconquc des revendications 1 ou 3 ; 

b) un polynucleotide complementaire du polynucleotide a) ; 

c) un fragment d'au moins 1 0 pb d'un polynucleotide a) ou b) ; 
pour la selection de pi antes resistantes aux potyvirus. 

5) Utilisation selon la revendi cation 4, caracterisee en ce que les plantes 
10 selectionnees font partie du groupe des solanacees, du groupe des cruciferes* du groupe 

des composees et/ou du groupe des cucurbitacees. 

6) Utilisation selon la revendication 5, caracterisee en ce que les plantes 
selectionnees sont des solanacees. 

7) Utilisation selon la revendication 4, caracterisee en ce que ladite 
1 5 proteine eIF4E est choisie parmi : 

- la proteine representee par la sequence polypeptidique SEQ ID NO: 3 ; 

- la proteine representee par la sequence polypeptidique SEQ ID NO: 5 ; 

- la proteine representee par 1a sequence polypeptidique SEQ ID NO: 7 ; 

- la proteine representee par la sequence polypeptidique SEQ ID NO; 9 ; 

20 - Ie groupe de proteines represents par la sequence polypeptidique SEQ ID NO: 

22; 

- le groupe de proteines represents par la sequence polypeptidique SEQ ID NO: 

23; 

8) Utilisation selon la revendication 4, caracterisee en ce que ledit 
25 polynucleotide est choisi parmi : 

- le polynucleotide de sequence SEQ ID NO: 2 ; 

- le polynucleotide de sequence SEQ ID NO: 4 ; 

- le polynucleotide de sequence SEQ ID NO: 6 ; 

- le polynucleotide de sequence SEQ ID NO: 8 ; 

30 ainsi que leurs complementaires, ou les fragments d'au moins 10 pb 

desdits polynucleotides ou complementaires. 

9) Precede de selection de plantes resistantes aux potyvirus, caracterise 

en ce que : 

- on digere l'ADN extrait d'une plante a tester par une enzyme de restriction 
35 appropriee ; 

- on denature l'ADN diger6 ; 

- on met ledit ADN denature en presence d*une sonde constitute par un 
polynucleotide tei que d6fini dans une quelconque des revendications 4 a 8, 



WO 03/066900 



PCT/FR03/00397 



37 

prealablement pourvu d'au moins un marqueur, de facon a rcaliser lTiybridation 
entre lcdit polynucleotide et ledit ADN ; 

- on limine l'ADN et la sonde non hybrides ; 

- on revele lliybridation a i'aide du marqueur ; 

5 - on selectionne les plantes qui possedent un profil d 'hybridation correspondant a 

la co-segr6garion de la cible hybridee avec la sonde marquee et de 1'allele de 
resistance ou de sensibility la distinction entre les plantes sensibles et les plantes 
resistantes se faisant par la difference de taille des fragments hybrides. 

10) Proced6 sdon la revendi cation 9, caracterise en ce que I 'enzyme de 
1 0 restriction utiiisee est EcoRI. 

1 1) Proced6 de selection de plantes resistantes aux potyvinis, caracterise 

en ce que : 

- on amplifie par PCR la sequence codante du gene eIF4E, k parbr de l'ADN de la 
plante a tester ; 

15 - on digere le produit d'amplification avec une enzyme de restriction appropriee ; 

- on separe les eventuels fragments obtenus ; 

- et on selectionne les plantes resistantes ou sensibles selon le profil de restriction 
dudit produit d'amplification. 

12) Precede selon la revendication 11, caracterise en ce que les plantes 
20 sensibles aux potyvinis sont detectees par un profil de restriction faisant apparaitre la 

presence d'un site de coupure par P enzyme TspRI ou Tun de ses isoschizomeres et les 
plantes resistantes aux potyvirus sont detectees par un profil de restriction faisant 
apparaitre P absence dudit site de coupure par TspRI ou Tun de ses isoschizomeres et la 
presence d'un site de coupure par {'enzyme Mvnl ou Tun de ses isoschizomeres. 
25 13) Pro cede selon une quelconque des revindications 11 ou 12, 

caracterise en ce que 1 'amplification par PCR de la sequence codante du gene eIF4E, est 
effecruee en utilisant comme amorces fes oligonucleotides SEQ ID NO; 18 et SEQ ID 
NO: 19. 

14) Polynucleotide codant pour une proteine eIF4E mutants telle que 
30 ddfinie dans une quelconque des revendications I ou 3. 

15) Polynucleotide selon la revendication 14, caracterise en ce qu'il est 
represent^ par la sequence SEQ ID NO: 8 

16) Polynucleotide utilisablc comme amorce pour 1 'amplification par 
PCR d'une sequence codant pour une proteine eIF4E de plante, caracterise en ce qu'il est 

35 choisi dans le groupe defini par les sequences suivantes : 

- SEQ ID NO: 18 

- SEQ ID NO: 19. 
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17) Kit pour la mise en oeuvre d'un procedd selon la reveodi cation 1 1, 
caracteris6 en ce qu'il comprend : 

- au moins une enzyme de restriction choisie parmi : 

a) une enzyme reconnaissant un site de restriction I present dans au moins un allele 
5 de eIF4E associe a ta sensibilite aux potyvirus, et absent des alldles de eW4E 

associes a la resistance aux potyvirus ; 

b) une enzyme reconnaissant un site de restriction II present dans au moins un allele 
de eIF4E associe a la resistance aux potyvirus, et absent des alleles de eIF4E 
associes a la sensibilitd aux potyvirus ; et 

10 - une pake d'amorces nucleotidiques permettant d 'amplifier eIF4E ou 

une portion de celui-ci comprenant le site de restriction I et/ou le site de restriction 0. 

1 8) Kit selon la revendication 17, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une paire d'amorces definies par les sequences SEQ ID NO: 18 et SEQ ID NO: 
19; 

15 - au moins une enzyme de restriction choisie parmi TspRI ou Pun de ses 

isoschizomeres et Mvnl ou Tun de ses isoschizomeres. 

19) Utilisation d'un site de restriction par Mvnl correspondent de 
preference a la sequence sens : CC^CG et a la sequence antisens : GCOC, et/ou d'un site 
de restriction par TspRI correspondant de preference a la sequence sens: NNCASTGNN A 

20 et a la sequence antisens : rt NNGTSACNN, comme marqueur(s) oligonucleotidique(s) de 
resistance ou de sensibility aux potyvirus. 

20) Utilisation d'une proteine eIF4E de type sauvage ou mutante, telles 
que definies dans une quelconque des revendications 1 ou 3 , ou d'un anticorps specifique 
d'une desdites proteines, pour la selection de plantes resistantes aux potyvirus. 

25 21) Utilisation selon la revendication 20, caracterisee en ce que ladite 

proteine elF4E est choisie parmi : 

- la proteine representee par la sequence polypeptidique SEQ ID NO: 3 ; 

- la proteine representee par la sequence polypeptidique SEQ ID NO: 5 ; 

- la prot6ine representee par la sequence polypeptidique SEQ ID NO: 7 ; 
30 - la proteine representee par la sequence polypeptidique SEQ ID NO: 9 ; 

- le groupe de proteines represente par la sequence polypeptidique SEQ ID NO: 
22 ; 

- le groupe de proteines represent^ par la sequence polypeptidique SEQ ID NO: 

23; 

35 22) Proteine eIF4E mutante telle que deiinie dans une quelconque des 

revendications 1 ou 3. 

23) Proteine eIF4E mutante selon la revendication 22 choisie parmi : 

- la proteine representee par la sequence polypeptidique SEQ ID NO: 9 ; 
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- les variants de la proteine representee par la sequence polypeptidique SEQ ID 

NO: 22 ; 

- le groupe de la proteine representee d par la sequence polypeptidique SEQ ID 
NO: 23 ; 

5 24) Anti corps spetifiquement diriges centre une proteine eIF4E mutante 

selon une quelconque des revendications 1 ou 3, ou un fragment d'au mains 6 acides 
amines dudit polypeptide. 

25) Procede non biologique d'obtention de pi antes resistantes a au moins 
un potyvirus caracterise en ce qofti comprend Introduction d'un allele du gene eIF4E 

1 0 associ6 a la resistance audit potyvirus dans le genome desdites plantes. 

26) Procede selon la revendication 25, caracterise en ce que i'apparitton 
de l'allele de resistance est provoquee par la mise en oeuvrc d*une methode selectionnee 
dans le groupe comprenant : 

- mutagenese, avantageusement "Tilling", 
15 - recombinaison bomologue, 

- suppression, 

- insertion/deletion, 

- "gene silencing" / transgenese, 

- et leurs combinaisons, 

20 27) Unite genetique construite, caracterisee en ce qu'elle comprend au 

moins un polynucleotide tel que defini dans une quelconque des revendi cations 4 a 6, 8. 

28) Vecteur de transformation de cellules vegetal es, caracterise en ce 
quHl comporte au moins une unite genetique selon la revendication 27. 

29) Cellules vegetates transformers au moyen d'au moins un vecteur 
25 selon la revendication 28 ou d'au moins une unite genetique selon la revendication 27. 

30) Microorganismes transform es au moyen d'au moins un vecteur selon 
la revendication 28 ou d'au moins une unite genetique selon la revendication 27. 

31) Plantes transformees au moyen d'au moins un vecteur selon la 
revendication 28 ou d'au moins une unite genetique selon ia revendication 27. 
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YW MATAEMEKTT T FDEAEKVKLMANEADDEVEEGE I VEETDDTTS YLSKEI ATKH PLEHSWT 

DDL MRTAEMEKTTTFDEAEKVKLNAKEADDEVEEGEIVEETDDTTSYLSKEIATKHPLEHSWT 

PH1008 MATAEMEKTTTFDEAEKVKLNANEADDEVEEGEIVEETDOTTSYLSKEIATKHPLEHSWT 

YY MATAEMEKTTTFDEAEKVKLNANEADDEVEEGEIVEETDOTTSYLSKEIATKHPLEHSWT 

Avelar KATAE^CTTTFDEAEKVKLNANEADDEVEEGElVEETDDTTSYLSKEIATKHPLEHSWT 

Vania MATAEMEKTTTFDEAEKV1CLNANEADDEVEEGEIVEETDDTTSYLSKEIATKHPLEHSHT 

PM994 MATAEMEKTTTFDEAEKVKl^NEADDEVEEGEIVEETDDTTSYLSKEIATKHPLEHSWT 

Florida MATAEMEKTTTFDEAEKVKLNANEADDEVEEGEIVEETDDTTSYLSKEIATKH PLEHSWT 

C69 HATAEMEKTTTFDEMKVKL NAN EADDE7VEEGEI VEETDDTTS YLSKEIATICHPLEHSWT 

CM334 MATAEMEKTTTFDEAEKVKLNANEADDEVEEGEIVEETDDTTSYL3KEIATKHPLEHSWT 

PM1014 ^TAEMEKTTTFDEAEKVKLNANEADDEVEEGEIVEETDDTTSYLSKEIATfOJPLEHSWT 

Per HATAEMF.KTTTFDEAEKVKLNANEADDEVEEGEIVEETDDTTSYLSKEIATKHPLEHSWT 

YW FWFDN PVAKSKQAAWGSS LRN V YTFSTVEDFWGAYNN IH H PSKL WGADLHCFKHKIEPK 

DDL FWFDNPVAKSKQAAWGSSLRNVYTFSTVEDFWGAYNNIHHPSKLVVGADLHCFKHKIEPK 

pmioos fwfdnpvIkskqHwgsslrnvytfstvedfwgaynnihhpsklvvgadlhcfkhkiepk 

yy fwfdnpeaks kqaawgssrrnvyt fstvedfwgaynn i hhps klwgadlhc fkhkiepk 

avelar fwfdnpeakskqaawgssrrnvttfstvedfwgaynnihhpsklvvgadlhcfkhkiepk 

vania fwfdnpeakskqaawgssrrnv^tfstvedfwgay^ihhpsklvvgadlhcfkhkiepk 

PM994 FWFDNPEAKSKQAAWGSSftRNVYTFSTVEDFWGAYNNIHHPSKLVVGADLHCFKHKIEPK 

Florida FWFDNPEAKSKQAAWGSSLRNVYTFSTVEDFWGAYNNIHHPSKLWGAMLHCFKHKIEPK 

C69 FWFDNPEAKSKQAAWGSSLRNVYTFSTVEDFWGAYNNIHHPSKLWGADLHCFKHKIEPK 

CM334 FWFDNPEAKSKQAAWGSSLRNVYTFSTVEDFWGAYNNIHHPSKLVVGADLHCFKHKIEPK 

PM1 0 1 i FWFDNPRAKSKQAAWGSSLRNVYTFSTVEDFWGAYNNI H H PSKLVVGADLHCFKHKIEPK 

Pe r FWFDN PEAKS KQAAWGSSLRNVTTFSTVEDFWGAYNN IHHPS KI.VVGADLHCFKH KIEPK 

YW WEDPVCANGGTWKMS FSKGKSDTSWLYTLLAMIGHQ FDH EDE I CGAWS VRGKGEK I SLW 

DDL WEDPVCANGGTWKMS FSKGKSDTSWLYTLLAMIGHQFDHEDEICGAVVSVRGKGEKISLW 

PM1 008 WEDPVCANGGTWKMSFSKGKSDTSWLYTLLAMIGHQFDHEDEICGAWSVRGKGEKISLW 

VY WEDPVCANGGTWKMS FSKGKSDTSWLYTLLAMIGHQFDHEDEICGAWSVBGKGEKISLW 

Avelar WEDPVCANGGTWKMS FSKGKSDTSWLYTLLAMIGHQFDHEDElCGAWSVRGKGEKISLW 

Vania WEDPVCANGGTWKMS FSKGKSDTSWLYTLLAMIGHQFDHEDEICGAVVSVRGKGEKISLW 

PM994 WE DPVCANGGTWKMS FS KGKSDTS WLYTLLAM IGHQFDHEDEICGAWS VRGKGEKI S LW 

Florida WEDPVCANGGTWKMSFSKGKSDTSWLYTLLAMIGHQFDHEDEICGAWSVRGKGEKISLW 

C69 WEDPVCANGGTWKMSFSKGKSDTSWLYTLLAM1GH0FDHEDEICGAVVSVRGKGEKISLW 

CM334 WEDPVCANGGTWKHSFSKGKSDTSWLYTLLAMIGHQFDHEDEICGAWSVRGKGEKISLW 

PM1014 WEDPVCANGGTWKMSFSKGKSDTSWLYTLLAM1GHQFDHEDEICGAWSVRGKGEKISLW 

Per WEDPVCANGGTWKMS FSKGKSDTSWLYTLLAMIGHQFDHEDEICGAWSVRGKGEKISLW 

YW TKNAANETAQVSIGKQWKQFLDYSDSVGFIFHDDAKRLDRNAKNRYTV 

DDL TKNAANETAQVSIGKQWKQFLDYSDSVGFIFHDDAKRLDRNAKNRYTV 

PMIOOS TKNAANETAQVSIGKQWKQFLDYSGSVGFIFHDDAKRLDRNAKNRYTV 

YY TKNAANETAQVSIGKQWKQFLDYSDSVGFIFHDDAKRLDRNAKNRYTV 

Avelar TKNAANETAQVSIGKQWKQFLDYSDSVGFIFHDDAKRLDRNAKNRYTV 

Vania TKNAANETAQVSIGKQWKQFLDYSDSVGFI FH DDAKRLDRN AKNR YTV 

PM 9 9 4 TKNAANETAQVS IGKQWKQFLDYSDS VG Fl FH DDAKRLDRNAKNR Y TV 

Florida TKNAANETAQVSIGKQWKQFLDYSDSVGFI FHDDAKRLDRNAKNRYTV 

C69 TKNAANETAQVSIGKQWKQFLDYSGSVGFI FHDDAKRLDRNAKNRYTV 

CM334 TKNAANETAQVSIGKQWKQFLDYSGSVGFI FHDDAKRLDRNAKNRYTV 

PM1014 TKNAANETAQVSIGKQWKQFLDYSGSVGFI FHDDAKRLDRNAKNRYTV 

Per TKNAANETAQVSIGKQWKQFLDYSGSVGFI FHDDAKRLDRNAKNRYTV 
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Mospo MAAAEMERTMSFDAAEKLKAADGGGGEVDDEXEEGEIVEESNDTASyLGKEITVKHPLEH 
PI13 MAAAEMERTMSFDAAKKLKAADGGGGEVDDELEEGEIVEESNDTASYLGKEITVKHPLEH 
PI24 MAAAEMERTMSFDAA£KLKAADGGGGEVDDELEEGEIVEE£NDTASYFGKEITVKHPL£^ 



Mospo SWTFWFDNPrrKSRQTAHGSSLRNVYTFSTVEDFWGAYNNIHBPSKLIMGADFHCFKHKI 
PI 13 SWTFWFDNSTTKSRQTAWGSSLRNLVTFSTVEDFWGAYKNlHHPSKLrMGADFHCFKHKI 
PI24 SWFWFDJKTTKSRQTWJGSSLRNLYTFSTVEDFWGAYNNIHHPSKLIIGADFHCFKHKI 



Mospo EPIWEDPVCAJWGTWKMSFSKGKSDTSMLYTLIJiMlGHQFDHGDEICGAVVSVRAKGEKI 
PI13 EPQWEDPVCANGGTMKMSFSKGKSDTSWLYTLLAMIGHQFDHGDEICGAWSVRAKGEKI 
PI24 EPQWDPVCANGGTHKMSFSKGKSDTSWLyTLLAMlGHQFDHGDEICGAVVSVRAKGEKI 



Mospo ALWTKNAANETAQVSIGKQWKQFLDYSDSVGFIFHDDAKRLDRMALNRYTV 
PI 13 ALWTKNAANETAQVS I GKQWKQFLDYS DS VG FI FH DDAKRLDRSALNRYTV 

PI24 ALWTKNAANETAQVSIGKQWKQFLDYSDSVGFIFHDDAKRLDRSALNRYTV 

Pig 3 
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<H0> GENOPLANTE- VALOR 
CARANTA, Carole 
ROFFEL, Sandrine 
BENDAHMANE, Abdelhafid 
PALLOIX, Alain 
ROBAGLIA, Chris tophe 



<120> Mutations du gene eIF4E et resistance aux potyvirus 
<130> MJPbvl516-9 



<150> FR 02 13678 
<151> 2002-10-31 



<150> FR 02 01583 
<151> 2002-02-08 



<160> 23 



<170> Patentln version 3.1 



<210> 1 

<211> 46 

<212> PRT 

<213> Consensus 



<220> 

<221> MISC FEATURE 

<222> (2).?(5) 

<223> Xaa » A, V, L, I, P, N, F, H, G, S, T, Y, C, Q ou N 



<220> 

<221> MISCFEATURE 

<222> (8).. (8) 

<223> Xaa » H, K ou L 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (10).. (10) 

<223> Xaa » A, V, L, I, P, W, W, K, G, S, T, Y, C, Q ou N 
<220> 

<221> MISC_FEAT0RE 

<222> (16).. (16) 

<223> Xaa - A, V, L, I, P, W, f, M, G, S, T, Y, C, Q ou N 



<220> 

<221> MISC_FEATUftE 

<222> (18).. (19) 

<223> Xaa - A, V, L, I, P, W, F, H, G, S, T, Y, C, Q ou N 

<220> 

<22l> MISC_FEATURE 

<222> (24).. (24) 

<223> Xaa = A, V, L, I. 9, W, F, M, G, S, T, Y, C, Q ou N 



<220> 

<221> MISC^FEATURE 



WO 03/066900 



<222> (27).. (27) 
<223> Xaa <= D ou E 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (30). .(31) 

<223> Xaa - A, V, L, I, P, W, F, M, G, S, T, Y, C, Q ou N 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (37).. (37) 

<223> Xaa - K, L ou H 

<220> 

<221> MISC^FEATURE 
<222> (42).. (43) 

<223> Xaa = A, V, L, I, P, W, F, M, 6, S, T, Y, C, Q ou N 
<400> 1 

Asp Xaa Xaa Xaa Xaa Lys Ser Xaa Gin Xaa Ala Trp Gly Ser Ser Xaa 
15 10 15 

Arg Xaa Xaa Tyr Thr Phe Ser Xaa Val Glu Xaa Phe Trp Xaa Xaa Tyr 

20 25 30 

Asn Asn lie His Xaa Pro Ser Lys Leu Xaa Xaa Gly Ala Asp 
35 40 45 
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<210> 2 

<211> 961 

<212> DMA 

<213> Nicotiana sp. 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1)..(961) 

<223> cDNA du gene eIF4E 

<220> 

<221> CDS 

<222> (148).. (816) 

<223> 

<400> 2 

gaattcggca cgaggaaaca ttgaactttt cctacgaata caaattcgga atttctgtga 60 

gaagttacac attttcagtt gaaacccatc accaaaagtc caaaatcaca aatttccaga 120 

cgaaagctat gtgttgagaa caccaaa atg gtt gat gaa gta gag aaa ccq gtg 174 
Met Val Asp Glu Val Glu Lys Pro Val 
1 5 

teg tta gag gaa teg aag act aat act cgt gag gtg gaa gag gaa gga 222 
Ser Leu Glu Glu Ser Lys Thr hsn Thr Arg Glu Val Glu Glu Glu Gly 
10 15 20 25 



gag ate gtg ggg gaa tea gac gat acg atg teg tct tta ggg aac cca 270 
Glu He Val Gly Glu Ser Asp Asp Thr Met Ser Ser Leu Gly Asn Pro 
30 35 40 
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age atg gca atg aaa cac gcg eta gaa cat tea tgg aca ttt tgg ttc 
Ser Met Ala Met Lys Mis Ala Leu Glu His Ser Trp Thr Phe Trp Phe 



gat aac cca tea ggg aaa tea aaa cag get get tgg ggt agt tec att 366 
Asp Asn Pro Ser Gly Lys Ser Lys Gin Ala Ala Trp Gly Ser Ser He 
60 65 70 

cga cca att tac acc ttc tec act gtc gaa gat ttt tgg agt gtg tac 414 
Arg Pro He Tyr Thr Phe Ser Thr Val Glu Asp Phe Trp Ser Val Tyr 
75 80 85 

aac aat ate cac cac cca age aaa ttg get gtg ggg gca gac ttt cac 462 
Asn Asn He His His Pro Ser Lys Leu Ala Val Gly Ala Asp Phe His 
90 95 100 105 

tgt ttt aag aat aaa att gag cca aag tgg gag gat cct gtc tgc gec 510 
Cys Phe Lys Asn Lys He Glu Pro Lys Trp Glu Asp Pro Val Cys Ala 
110 115 120 

aac gga gga aag tgg aca atg age ttt teg agg ggt aaa tct gat acc 558 
Asn Gly Gly Lys Trp Thr Met Ser Phe Ser Arg Gly Lys Ser Asp Thr 
125 130 135 

tgc tgg ctg tat acg ctg ctg get atg att gga gaa caa ttt gac tgc 606 
Cys Trp Leu Tyr Thr Leu Leu Ala Met lis Gly Glu Gin Phe Asp Cys 
140 145 150 

gga gat gaa att tgt gga get gtt att aat gtt cga gtt aga caa gaa 654 
Gly Asp Glu He Cys Gly Ala Val He Asn Val Arg Val Arg Gin Glu 
155 160 165 

aaa ata get ttg tgg acc agg aat get gec aat gaa aca get cag gtg 702 
Lys He Ala Leu Trp Thr Arg Asn Ala Ala Asn Glu Thr Ala Gin Val 
170 175 180 185 

age att ggt aaa cag tgg aag gaa ttt ctg gat tac aat gac teg gtt 750 
Ser He Gly Lys Gin Trp Lys Glu Phe Leu Asp Tyr Asn Asp Ser Val 
190 195 200 

ggc ttt ata ttt cat gat gat gca aag aag eta gac aga get gee aag 798 
Gly Phe He Phe His Asp Asp Ala Lys Lys Leu Asp Arg Ala Ala Lys 
205 210 215 

aat cgt tat tct gtg tag ttctatcgtt acaataggaa ttgtgaacga 846 
Asn Arg Tyr Ser Val 
220 

cacagttact gagaagcagt cacctgtggc tgcctgtttt gaccgcttac attggtattc 906 
acagttttca taaggaaatt tgtttggttt tgaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaa 961 



<210> 3 

<2ll> 222 

<212> PRT 

<213> Nicotiana sp. 

<220> 

<221> misc feature 

<222> (1). 7(961} 
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<223> cDNA du gene elF4E 
<i00> 3 

Met Val Asp Glu Val Glu Lys Pro Val Ser Leu Glu Glu Ser Lys Thr 
1 5 10 15 

Asn Thr Arg Glu Val Glu Glu Glu Gly Glu lie Val Gly Glu Ser A3p 
20 25 30 

Asp Thr Met Ser Ser Leu Gly Asn Pro Ser Met Ala Met Lys His Ala 
35 40 45 

Leu Glu His Ser Trp Thr Phe Trp Phe Asp Asn Pro Ser Gly Lys Ser 
50 55 60 

Lys Gin Ala Ala Trp Gly Ser Ser lie Arg Pro He Tyr Thr Phe Ser 
65 70 75 80 

Thr Val Glu Asp Phe Trp Ser Val Tyr Asn Asn He His His Pro Ser 
85 90 95 

Lys Leu Ala Val Gly Ala Asp Phe His Cys Phe Lys Asn Lys He Glu 
100 105 110 

Pro Lys Trp Glu Asp Pro Val Cys Ala Asn Gly Gly Lys Trp Thr Met 
115 120 125 

Ser Phe Ser Arg Gly Lys Ser Asp Thr Cys Trp Leu Tyr Thr Leu Leu 
130 135 140 

Ala Met He Gly Glu Gin Phe Asp Cys Gly Asp Glu He Cys Gly Ala 
145 150 155 160 

Val He Asn Val Arg Val Arg Gin Glu Lys He Ala Leu Trp Thr Arg 
165 170 175 

Asn Ala Ala Asn Glu Thr Ala Gin Val Ser He Gly Lys Gin Trp Lys 
180 185 190 

Glu Phe Leu Asp Tyr Asn Asp Ser Val Gly Phe He Phe His Asp Asp 
195 200 205 

Ala Lys Lys Leu Asp Arg Ala Ala Lys Asn Arg Tyr Ser Val 
210 215 220 



<210> 


4 


<211> 


696 


<212> 


DNA 


<213> 


Lycopersicon esculentum 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) .. (696) 


<223> 


eIF4E var. Mospomorist 


<40O> 


4 



atg gca gca get gaa atg gag aga acg atg teg ttt gat gca get gag 48 
Met Ala Ala Ala Glu Met Glu Arg Thr Met Ser Phe Asp Ala Ala Glu 
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aag ttg aag gcc gcc gat gga gga gga gga gag gta gac gat gaa ctt 96 
Lys Leu Lys Ala Ala Asp Gly Gly Gly Gly Glu Val Asp Asp Glu Leu 
20 25 30 

gaa gaa ggt gaa att gtt gaa gaa tea aat gat acg gca teg tat tta 144 
Glu Glu Gly Glu He Val Glu Glu Ser Asrt Asp Thr Ala Ser Tyr Leu 
35 40 45 

ggg aaa gaa ate aca gtg aag cat cca ttg gag cat tea tgg act ttt 192 
Gly Lys Glu He Thr Val Lys His Pro Leu Glu His Ser Trp Thr Phe 
50 55 €0 

tgg ttt gat aac cct acc act aaa tct cga caa act get tgg gga age 240 
Trp Phe Asp Asn Pro Thr Thr Lys Ser Arg Gin Thr Ala Trp Gly Ser 
65 70 75 80 

tea ctt cga aat gtc tac act ttc tec act gtt gaa gat ttt tgg ggt 288 
Ser Leu Arg Asn Val Tyr Thr Phe Ser Thr Val Glu Asp Phe Trp Gly 
85 90 95 

get tac aat aat ate cat cac cca age aag tta att atg gga gca gac 336 
Ala Tyr Asn Asn lie His His Pro Ser Lys Leu He Met Gly Ala Asp 
100 105 110 

ttt cat tgt ttt aag cac aaa att gag cca aag tgg gaa gat cct gta 384 
Phe His Cys Phe Lys His Lys He Glu Pro Lys Trp Glu Asp Pro Val 
115 120 125 

tgt gcc aat gga ggg acg tgg aaa atg agt ttt teg aag ggt aaa tct 432 
Cys Ala Asn Gly Gly Thr Trp Lys Met Ser Phe Ser Lys Gly Lys Ser 
130 135 140 

gat acc age egg ctg tat acg ctg ctg gca atg att gga cat caa ttc 4 80 

Asp Thr Ser Arg Leu Tyr Thr Leu Leu Ala Met He Gly His Gin Phe 
H5 150 155 160 

gat cat gga gat gaa att tgt gga gca gtt gtt agt gtc egg get aag 528 
Asp Hie Gly Asp Glu He Cys Gly Ala Val Val Ser Val Arg Ala Lys 
165 170 175 

gga gaa aaa ata get ttg tgg acc aag aat get gca aat gaa aca get 576 
Gly Glu Lys He Ala Leu Trp Thr Lys Asn Ala Ala Asn Glu Thr Ala 
180 185 190 

cag gtt age att ggt aag caa tgg aag cag ttt eta gat tac agt gat 624 
Gin Val Ser lie Gly Lys Gin Trp Lys Gin Phe Leu Asp Tyr Ser Asp 
195 200 205 

teg gtt ggc ttc ata ttt cac gac gat gca aag agg etc gac aga aat 672 
Ser Val Gly Phe He Phe His Asp Asp Ala Lys Arg Leu Asp Arg Asn 
210 215 220 

gcc ttg aat cgt tac acc gta tag ggg 
Ala Leu Asn Arg Tyr Thr Val 
225 230 



<210> 5 

<211> 231 

<212> PST 

<213> Lycopersicon esculentum 
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<400> 5 

Met Ala Ala Ala Glu Met Glu Arg Thr Met Ser Phe Asp Ala Ala Glo 
15 10 15 

Lys Leu Lys Ala Ala Asp Gly Gly Gly Gly Glo Val Asp Asp Glu Leu 
20 25 30 

Glu Glu Gly Glu He Val Glu Glu Ser Asn Asp Thr Ala Ser Tyr Leu 
35 40 45 

Gly Lys Glu He Thr Val Lys His Pro Leu Glu His Ser Trp Thr Phe 
50 55 60 



Trp Phe Asp Asn Pro Thr Thr Lys Ser Arg Gin Thr Ala Trp Gly Ser 
65 70 75 80 

Ser Leu Arg Asn Val Tyr Thr Phe Ser Thr Val Glu Asp Phe Trp Gly 
85 90 95 

Ala Tyr Asn Asn He His His Pro Ser Lys Leu lie Met Gly Ala Asp 
100 105 110 

Phe His Cys Phe Ly3 His Lys He Glu Pro Lys Trp Glu Asp Pro Val 
115 120 125 . 

Cys Ala Asn Gly Gly Thr Trp Lys Met Ser Phe Ser Lys Gly Lys Ser 
130 135 140 

Asp Thr Ser Arg Leu Tyr Thr Leu Leu Ala Met He Gly His Gin Phe 
145 150 155 160 

Asp His Gly Asp Glu He Cys Gly Ala Val Val Ser Val Arg Ala Lys 
165 170 175 

Gly Glu Lys He Ala Leu Trp Thr Lys Asn Ala Ala Asn Glu Thr Ala 
180 185 190 

Gin Val Ser He Gly Lys Gin Trp Lys Gin Phe Leu Asp Tyr Ser Asp 
195 200 205 

Ser Val Gly Phe He Phe His Asp Asp Ala Lys Arg Leu Asp Arg Asn 
210 215 220 

Ala Leu Asn Arg Tyr Thr Val 
225 230 



<210> 6 
<2ll> 811 
<212> DNA 

<213> Capsicum annuum 
<220> 

<22l> miscfeature 
<222> (1)..(811) 

<223> sfequence codante eIF4E et 3'OTR 

Genotype Yolo Wonder porteur de 1' allele dominant de sensibilite 
pvr2+ 

<220> 
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<221> misc_feature 
<222> (195).. (204) 
<223> Site de restriction TspRl 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(687) 

<223> 

<220> 

<221> 3'UTR 

<222> (688).. (811) 

<223> 

<:400> 6 

atg gca aca get gaa atg gag aaa acg acg acg ttt gat gaa get gag 48 

Met Ala Thr Ala Glu Met Glu Lys Thr Thr Thr Phe Asp Glu Ala Glu 
15 10 15 

aag gtg aaa ttg aat get aat gag gca gat gat gaa gtt gaa gaa ggt 96 
Lys Val Lys Leu Asn Ala Asn Glu Ala Asp Asp Glu Val Glu Glu Gly 
20 25 30 

gaa att gtt gaa gaa act gat gat acg acg teg tat ttg age aaa gaa 14 4 

Glu He Val Glu Glu Thr Asp Asp Thr Thr Ser Tyr Leu Ser Lys Glu 
35 40 45 

ata gca aca aag cat cca tta gag cat tea tgg act ttc tgg ttt gat 192 
He Ala Thr Lys His Pro Leu Glu His Ser Trp Thr Phe Trp Phe Asp 
50 55 60 

aat cca gtg gcg aaa teg aaa caa get get tgg ggt age teg ctt cgc 240 
Asn Pro Val Ala Lys Ser Lys Gin Ala Ala Trp Gly Ser Ser Leu Arg 
65 70 75 80 

aac gtc tac act ttc tec act gtt gaa gat ttt tgg ggt get tac aat 288 
Asn Val Tyr Thr Phe Ser Thr Val Glu Asp Phe Trp Gly Ala Tyr Asn 
85 90 95 

aat ate cac cac cca age aag tta gtt gtg gga gca gac tta cat tgt 336 
Asn lie His His Pro Ser Lys Leu Val Val Gly Ala Asp Leu His Cys 
100 105 110 

ttc aag cat aaa att gag cca aag tgg gaa gat cct gta tgt gee aat 384 
Phe Lys His Lys He Glu Pro Lys Trp Glu Asp Pro Val Cys Ala Asn 
115 120 125 

gga ggg aca tgg aaa atg agt ttt tea aag ggt aaa tct gat acc age 432 
Gly Gly Thr Trp Lys Met Ser Phe Ser Lys Gly Lys Ser Asp Thr Ser 
130 135 140 

tgg eta tat acg ctg ctt gca atg att gga cat caa ttc gat cat gaa 480 
Trp Leu Tyr Thr Leu Leu Ala Met He Gly His Gin Phe Asp His Glu 
145 150 155 160 

gat gaa att tgt gga gca gta gtt agt gtc aga ggt aag gga gaa aaa 528 
Asp Glu He Cys Gly Ala Val Val Ser Val Arg Gly Lys Gly Glu Lys 
165 170 175 

ata tct ttg tgg acc aag aat get gca aat gaa acg get cag gtt age 576 
He Ser Leu Trp Thr Lys Asn Ala Ala Asn Glu Thr Ala Gin Val Ser 
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180 185 190 

att ggt aag caa tgg aag cag ttt ctg gat tac age gac agt gtt ggc 624 
lie Gly Lys Gin Trp Lys Gin Phe Leu Asp Tyr Ser Asp Ser Val Gly 
195 200 205 

ttc ata ttt cac gac gat gca aag agg etc gac aga aat gca aag aat 672 
Phe lie Phe His Asp Asp Ala Lys Arg Leu Asp Arg Asn Ala Lys Asn 
210 215 220 

cgt tac aca gta taa ttcttgatgc aatgtcggaa tataagaaac acaattegta 727 
Arg Tyr Thr Val 

225 

ctgaaaagtt gaatcactag tgaattcgcg gccgcctgca ggtcgaccat atgggagagc 787 
tcccaacgcg ttggatgcat agct 911 



<210> 7 

<211> 228 

<212> PRT 

<213> Capsicum annuum 
<220> 

<221> roiscfeature 

<222> (1)..(811) 

<223> sequence codante eIF4E et 3'CJTR 

Genotype Yolo Wonder porteur de 1' allele dominant de sensibilite 
pvr2+ 

<220> 

<221> misc feature 

<222> (19&T. .(204) 

<223> Site de restriction TspRI 

<400> 7 
Met Ala Thr Ala 



Lys Val Lys Leu 

20 

Glu lie Val Glu 
35 

He Ala Thr Lys 
50 

Asn Pro Val Ala 
65 

Asn Val Tyr Thr 



Asn He His His 
100 



Glu Met Glu Lys Thr Thr Thr Phe Asp Glu Ala Glu 
5 10 15 

Asn Ala Asn Glu Ala Asp Asp Glu Val Glu Glu Gly 



25 



30 



Glu Thr Asp Asp Thr Thr Ser Tyr Leu Ser Lys Glu 
40 45 

His Pro Leu Glu His Ser Trp Thr Phe Trp Phe Asp 
55 60 

Lys Ser Lys Gin Ala Ala Trp Gly Ser Ser Leu Arg 
70 75 80 

Phe Ser Thr Val Glu Asp Phe Trp Gly Ala Tyr Asn 



85 



90 



95 



Pro Ser Lys Leu Val Val Gly Ala Asp Leu His Cys 
105 110 



Phe Lys His Lys 
115 



He Glu Pro Lys 
120 



Trp Glu Asp Pro Val Cys Ala Asn 
125 



PCT/FR03/00397 



Gly Gly Thr Trp Lys Met Ser Phe Ser Lys Gly Lys Ser Asp Thr Ser 
130 135 140 

Trp Leu Tyr Thr Leu Leu Ala Met He Gly His Gin Phe Asp His Glu 
145 150 155 160 

Asp Glu He Cys Gly Ala Val Val Ser Val Arg Gly Lys Gly Glu Lys 
16S 170 175 

He Ser Leu Trp Thr Lys Asn Ala Ala Asn Glu Thr Ala Gin Val Ser 
180 185 190 

He Gly Lys Gin Trp Lys Gin Phe Leu Asp Tyr Ser Asp Ser Val Gly 
195 200 205 

Phe He Phe His Asp Asp Ala Lys Arg Leu Asp Arg Asn Ala Lys Asn 
210 215 220 



<210> 8 

<211> 811 

<212> DMA 

<213> Capsicum annuum 
<220> 

<221> mi3c_feature 

<222> (1)..(811) 

<223> sequence codante elF4E et 3'OTR 

Genotype _ Yolo Y porteur de l'allele de resistance pvr21 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..{687) 

<223> 

<220> 

<221> miscfeature 

<222> (233).. (236) 

<223> Site de restriction Mvnl 

<220> 

<221> 3'UTR 

<222> (688).. (811) 
<223> 



<400> 8 

atg gca aca get gaa atg gag aaa acg acg acg ttt gat gaa get gag 4 8 

Met Ala Thr Ala Glu Met Glu Lys Thr Thr Thr Phe Asp Glu Ala Glu 
1 5 10 15 

aag gtg aaa ttg aat get aat gag gca gat gat gaa gtt gaa gaa ggt 96 

Lys Val Lys Leu Asn Ala Asn Glu Ala Asp Asp Glu Val Glu Glu Gly 

20 25 30 



gaa att gtt gaa gaa act gat gat acg acg teg tat ttg age aaa gaa 144 
Glu He Val Glu Glu Thr Asp Asp Thr Thr Ser Tyr Leu Ser Lys Glu 
35 40 45 
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ata gca aca aag cat cca tta gag cat tea tgg act ttc tgg ttt gat 192 
He Ala Thr Lys His Pro Leu Glu His Ser Trp Thr Phe Trp Phe Asp 
50 55 60 

aat cca gag gcg aaa teg aaa caa get get tgg ggt age teg cgt cgc 240 
Asn Pro Glu Ala Lys Ser Lys Gin Ala Ala Trp Gly Ser Ser Arg Arg 
65 70 75 80 

aac gtc tac act ttc tec act gtt gaa gat ttt tgg ggt get tac aat 288 
Asn Val Tyr Thr Phe Ser Thr Val Glu Asp Phe Trp Gly Ala Tyr Asn 
85 90 95 

aat ate cac cac cca age aag tta gtt gtg gga gca gac tta cat tgt 336 
Asn He His His Pro Ser Lys Leu Val Val Gly Ala Asp Leu His Cys 
100 105 HO 

ttc aag cat aaa att gag cca aag tgg gaa gat cct gta tgt gec aat 384 
Phe Lys His Lys lie Glu Pro Lys Trp Glu Asp Pro Val Cys Ala Asn 
115 120 125 

gga ggg aca tgg aaa atg agt ttt tea aag ggt aaa tct gat acc age 432 
Gly Gly Thr Trp Lys Met Ser Phe Ser Lys Gly Lys Ser Asp Thr Ser 
130 135 140 

tgg eta tat acg ctg ctt gca atg att gga cat caa ttc gat cat gaa 480 
Trp Leu Tyr Thr Leu Leu Ala Met He Gly His Gin Phe Asp His Glu 
145 150 155 160 

gat gaa att tgt gga gca gta gtt agt gtc aga ggt aag gga gaa aaa 528 
Asp Glu He Cys Gly Ala Val Val Ser Val Arg Gly Lys Gly Glu Lys 
165 170 175 

ata tct ttg tgg acc aag aat get gca aat gaa acg get cag gtt age 576 
He Ser Leu Trp Thr Lys Asn Ala Ala Asn Glu Thr Ala Gin Val Ser 
180 185 190 

att ggt aag caa tgg aag cag ttt ctg gat tac age gac agt gtt ggc 624 
He Gly Lys Gin Trp Lys Gin Phe Leu Asp Tyr Ser Asp Ser Val Gly 
195 200 205 

ttc ata ttt cac gac gat gca aag agg etc gac aga aat gca aag aat 672 
Phe He Phe His Asp Asp Ala Lys Arg Leu Asp Arg Asn Ala Lys Asn 
210 215 220 

cgt tac aca gta taa ttcttgatgc aatgtcggaa tataagaaac acaattegta 727 

Arg Tyr Thr Val 

225 

ctgaaaagtt gaatcactag tgaattcgcg gccgcctgca ggtegaceat atgggagagc 787 
tcccaacgcg ttggatgcat agct 811 

<210> 9 

<2ll> 22B 

<212> PRT 

<213> Capsicum annuum 

<220> 

<221> miscfeature 

<222> U>..<811) 
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<223> sequence codante eIF4E et 3*UTR 

Genotype Yolo Y porteur de 1' allele de resistance pvr21 

<220> 

<221> miscfeature 
<222> (233).. (236) 
<223> Site de restriction Mvnl 

<400> 9 

Met Ala Thr Ala Glu Met Glu Lys Thr Thr Thr Phe Asp Glu Ala Glu 
1 5 10 15 

Lys Val Lys Leu Asn Ala Asn Glu Ala Asp Asp Glu Val Glu Glu Gly 
20 25 30 

Glu lie Val Glu Glu Thr Asp Asp thr Thr Ser Tyr Leu Ser Lys Glu 
35 40 45 

lie Ala Thr Lys His Pro Leu Glu His Ser Trp Thr Phe Trp Phe Asp 
50 55 60 

Asn Pro Glu Ala Lys Ser Lys Gin Ala Ala Trp Gly Ser Ser Arg Arg 
65 70 75 ' 60 

Asn Val Tyr Thr Phe Ser Thr Val Glu Asp Phe Trp Gly Ala Tyr Asn 
85 90 95 

Asn He His His Pro Ser Lys Leu Val Val Gly Ala Asp Leu His Cys 
100 105 110 

Phe Lys His Lys lie Glu Pro Lys Trp Glu Asp Pro Val Cys Ala Asn 
115 120 125 

Gly Gly Thr Trp Lys Met Ser Phe Ser Lys Gly Lys Set Asp Thr Ser 
130 135 140 

Trp Leu Tyr Thr Leu Leu Ala Met lie Gly His Gin Phe Asp His Glu 
145 150 155 160 

Asp Glu He Cys Gly Ala Val Val Ser Val Arg Gly Lys Gly Glu Lys 
165 170 ' 175 

He Ser Leu Trp Thr Lys Asn Ala Ala Asn Glu Thr Ala Gin Val Ser 
180 185 190 

He Gly Lys Gin Trp Lys Gin Phe Leu Asp Tyr Ser Asp Ser Val Gly 
195 200 ' 205 

Phe He Phe His Asp Asp Ala Lys Arg Leu Asp Arg Asn Ala Lys Asn 
210 215 220 

Arg Tyr Thr Val 
225 



<210> 10 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 
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<223> Amorce degen6ree 
<400> 10 

tctagataca ayaatatcca ycacccaagc aa 



<210> 11 

<211> 28 

<212> DMA. 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Amorce degeneree 

<4D0> 11 

tctagatggg rgcagacttt caytgttt 



<210> 12 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Capsicum annuuin 
<400> 12 

gtatgagaaa ctaaacta 



<210> 13 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Capsicum annuum 
<400> 13 

caacttttca gtacgaattg tgttt 



<210> 14 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Capsicum annuum 
<4D0> 14 

tccgacattg catcaagaat tatac 



<210> 15 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> tycopersicon esculentura 
<400> 15 

aaatgagaaa ctaaacta 



<210> 16 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Lycopersicon esculentum 
<400> 16 

ctttecagta cgaattgtgt ttctt 
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<210> 17 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Lycopersicon esculentum 
<400> 17 

ctgcatcaag aactatacgg tgtaa 



<210> 18 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Capsicum annuum 
<400> 18 

aaaagcacac agcaccaaca 



<210> 19 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Capsicum annuum 
<400> 19 

tattccgaca ttgeateaag aa 



<210> 20 
<211> 24 
<212> DMA 

<213> Capsicum annuum 
<400> 20 

agactttcat tgtttcaagc ataa 



<210> 21 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Capsicum annuum 
<400> 21 

gattagaaag tgcaaacacc aatac 25 



<210> 22 

<211> 228 

<212> PRT 

<213> Capsicum annuum 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (67)., (67) 

<223> Glu chez Yolo Y, Avelar, Vania, PM994, Florida, C69, CM334, PM1014 
, et Per 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (205).. (205) 
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<223> Gly chez PM1008, C69, CM334, PM1014, et Per 

<220> 

<221> VARIANT 
<222> (109).. (109) 
<223> Asn chez Florida 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (79). .(79) 

<223> Arg chez Yolo ¥ , Avelar, Vania, PM994 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (68).. (68) 

<223> Glu chez PM 1008 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (73).. (73) 

<223> Asp chez PM 1008 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (74).. (74) 

<223> Asp chez PM 1008 

<400> 22 

Met Ala Thr Ala Glu Met Glu Lys Thr Thr Thr Phe Asp Glu Ala Glu 
15 10 15 

Lys Val Lys Leu Asn Ala Asn Glu Ala Asp Asp Glu Val Glu Glu Gly 
20 25 30 

Glu lie Val Glu Glu Thr Asp Asp Thr Thr Ser Tyr Leu Ser Lys Glu 
35 40 4 5 

lie Ala Thr Lys His Pro Leu Glu His Ser Trp Thr phe Trp Phe Asp 
50 55 60 

Asn Pro Val Ala Lys Ser Lys Gin Ala Ala Trp Gly Ser Ser Leu Arg 
6 5 70 75 80 

Asn Val Tyr Thr Phe Ser Thr Val Glu Asp Phe Trp Gly Ala Tyr Asn 
85 90 95 

Asn He His Hi3 Pro Ser Lys Leu Val Val Gly Ala Asp Leu His Cys 
100 105 no 

Phe Lys His Lys He Glu Pro Lys Trp Glu Asp Pro Val Cys Ala Asn 
115 120 125 

Gly Gly Thr Trp Lys Met Ser Phe Ser Lys Gly Lys Ser Asp Thr Ser 
130 J35 140 

Trp Leu Tyr Thr Leu Leu Ala Met He Gly His Gin Phe Asp His Glu 
1^5 150 155 160 

Asp Glu He Cys Gly Ala Val Val Ser Val Arg Gly Lys Gly Glu Lys 
165 170 175 
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He Ser Leu Tip Thr Lys Asn Ala Ala Asn Glu Thr Ala Gin Val Ser 
180 185 190 

He Gly Lys Gin Trp Lys Gin Phe Leu Asp Tyr Ser Asp Ser Val Gly 
195 200 205 

Phe He Phe His Asp Asp Ala Lys Arg Leu Asp Arg Asn Ala Lys Asn 
210 215 220 

Arg Tyr Thr Val 

225 



<210> 23 

<211> 231 

<212> PHT 

<213> Lycopersicon hirsutum 
<220> 

<221> VARIANT 

<222> (48).. (48) 

<223> Phe chez PI247087 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (68). .(68) 

<223> Lys chez PI247087 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (77).. (77) 

<223> Asp Chez PI247087 

<220> 

<221> VARIANT 

<222> (109).. (109) 

<223> Met chez PI247087 

<400> 23 

Met Ala Ala Ala Glu Met Glu Arg Thr Met Ser Phe Asp Ala Ala Glu 
15 10 15 

Lys Leu Lys Ala Ala Asp Gly Gly Gly Gly Glu Val Asp Asp Glu Leu 
20 25 30 

Glu Glu Gly Glu He Val Glu Glu Ser Asn Asp Thr Ala Ser Tyr Leu 
35 40 45 

Gly Lys Glu He Thr Val Lys His Pro Leu Glu His Ser Trp Thr Phe 
SO 55 60 

Trp Phe Asp Asn Ser Thr Thr Lys Ser Arg Gin Thr Ala Trp Gly Ser 
65 70 75 80 

Ser Leu Arg Asn Leu Tyr Thr Phe Ser Thr Val Glu Asp Phe Trp Gly 
85 90 95 

Ala Tyr Asn Asn He His His Pro Ser Lys Leu He Met Gly Ala Asp 
100 105 HO 

Phe Bis Cys Phe Lys His Lys He Glu Pro Gin Trp Glu Asp Pro Val 
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US 120 125 

Cys Ala Asn Gly Gly Thr Trp LyS Met Ser Phe Ser Lys Gly Lys Ser 
130 135 140 

Asp Thr Ser Trp Leu Tyr Thr Leu Leu Ala Met He Gly His Gin Phe 
145 150 155 160 

Asp His Gly Asp Glu He Cys Gly Ala Val Val Ser Val Arg Ala Lys 
165 170 175 

Gly Glu Lys lie Ala Leu Trp Thr Lys Asn Ala Ala Asn Glu Thr Ala 
180 185 190 

Gin Val Ser He Gly Lys Gin Trp Lys Gin Phe Leu Asp Tyr Ser Asp 
195 200 205 

Ser Val Gly Phe He Phe His Asp Asp Ala Lys Arg Leu Asp Arg Ser 
210 215 220 

Ala Leu Asn Arg Tyr Thr Val 
225 230 



